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KASUTATUD L} HENDI D

BPV - veisepapilloomiviirusBos taurus papillomavirys

CDEP-antud t0606 raames valja tootatud
regiooniti Conserved DNA element detection in protein codeguence
CDS - geeni kodeeriv osagding sequenge

HPV —inimese papilloomiviirusiuman papillomavirus

LCR - pikk regulaatoralal@ng control regiof ehk URR ehk NCR

MSA-mi t me | ar | dnsultipleseguence alignchgns

NCR — mittekodeeriv reglatoorne alarfon-coding region ehk URR ehk LCR

PV — papilloomiviirus

meetod

URR- Ul esvool u agboarne&a(upstream eegulatory regiorehk LCR ehkNCR



SISSEJUHATUS

Papilloomiviirused on vaikesed tsirlklgedaar s
pohjustama kjamaskeseamsPdpilloonaiviirased jaotataksd5-te perekonda
sealjuures9 0 % k 61 ki de st -ddstikuujuvadkalhre suuredmadddalfd-, beeta ja
gammapapilloomiviirusete perekondaimese papilloonviirused jagatkse veel eraldi kahte

r d hma, vastavalt nende potentsiaalile- teki
kdrge ja mad-dKar ges ki-gehulkg BuMivdredt virustesin HPV16
seotud~50%, HPV18 ~20% j a HPVénhkakal 4% a k6 i kK ioogt u mi t

HPV16 onlisaks seostatudeel ~90%teisteanogenital ning suu ja kurgukasvajatega

Papilloomiviiruste genoomis leidub! d j u h u | 8 geEB2naE4AE7pning 2ahilist ] ast
(L1 ja L2). Varajased geenid ekspresseeruvad ljmmpniviiruse infektsiooni algfaasis, kuid
hilised geerd viiruse produktiivses faasis, kt@mub virionidekokkupanek Lisaks eelpool
nimetatud geenidele leidub papilloomiviirustes ka mitmesuguaketnatiivsesplaissingu

teel loodudranskripte ningende pohj al kodeeritud val ke.

E8"E2C on splaissingu teel saadud produkt, mille puhul on tegepagilloomiviiruse
varajaste geenide transkriptsiooni repregsorja genoomi replikatsiooni negatiigs
regulaatoigaa Ek s per i ment aa E&E2Cdemasolu atfgddelts,t ali araija , miu
kappapapill oomiviirustes. Sealjuur tessteises o0l €
suutes perekondades nadi t e-k®di ghmmd dapapi ICDSH ennustanminer u s t
papilloomiviiruste genoomis on kedine, sestE8 puhul on tegemidt t hi kese | ar j
~10 aminohapet ning8 CDS paikneb E1 lugemisraami sees M6 | emad punkti d

E8 tuvastamist.

Antud t 00 e eusritdEB KDSd @eknasoluberstes papilloomiviirustes silico
ningv altjodt ada meetod anal Gisi maks DNA tasemel

T6o6 on val mi nud Ta rja Rakubiblaodiaolmstitiudj libnforen&atikh a a r
Oppetookoogtutd®sEes.tiJBheorkkasrhkiuseegjaa nduanne

juhendagid Aare Abroid ning Maido Remmi.



1.KI RIANDUSE | LEVAADE

11 Papil l oomiviiruste ¢l di sel oomustus

Papilloomiviirused (PV) ov a i Kk tsirkudadrsedsDNA genoomiga viirused ning kuuluvad
sugukondaapillomaviridae.PV genoom on ligikaudu 800&luspaari (bp)kuguures suurim

genoom on 860Dbp CPVl-el (Canis familiaris papillomaviruse koeraPV) ja vaiks
6953bp CnPV1-el (Chelonia mydas papillomavirus rohelise merikilpkonna PY (PaVe
andmebaa®6.04.20%). Papilloomiviirused kodeerivatigikaudu kaheksaterinevat valku,

mis jagataksevarajasteks(E) ja hilisteks(L). PVv-don v 06i mel i sed nakat a

amnioote sealhulgas ka inimeéVan Doorslaer et al., 2013)

Esimene DNA tuumorviirus, mis avastatli CRPV (Cottontail rabbit papillomaviruse
s ook dudl ehk BPW§BYlvilagus floridanusPV). Alles 1980Gndatel ehk ligikaudu

viiskimmend aastat hiljem il musid esi mese
HPV16 ja HPV18, mi @ makiatkaei & viahdeknawmdelgast
epiteel v O | l i maskest a rakke, pohjustades pr o
heal oomulised papilloomid, Wlidcdjwhdlvajda qateak
papilloomiviirused vastavalt nendeot ent si aal il e tekitada pah

kasvajaid kdr ge |-deksmileed &klesser saganganHKWI ge
al fapapilloomiviiruseid, sest Justd,siméiat epk
eespool mainitud HPV16, WP1 8 ning ka HPV31, mi kasvagaidh j u s |
(Sankovski et a).2014) Sealjuures on teadat HPV16 on seotud50%, HPV18 ~20% ja
HPV31l ~4% koi ki de emakakael avadahi juhtvealmi t ec
~90 % k Oteistestalh@geithal ning suu ja kurgukasvajatégFertey et al., 2011; Li, Li,

Diaz, & You, 2014; Wang & Roden, 2013) Jar j est enam palviwv
beetapapilloomiviirused, mis nakatavad naha epiteea k k e , sest on -naht v
kartsnoomide (naha pahaloomuis kasvajate alaliik) tekkimise ja beetapapilloomiviiruste

vahel Ligi kaudu 90% juhtudest on té&hel datud
veel leitud ei oldSankovski et al., 2014)

Inimesepapi |l l oomi viiruste korval on Isa&d, hethe a s u
on teada 11 4Redtod & ¥Yan &anst,0201i3)Viirused on leitud54-st erinevast

peremeesorganismist, miie enamuse moodustavad imetajaghnh, loer ,, |j0&dk ar L
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delfiin jne. Samas on tuvastatud kalm linnu (papagoi, metsvinja mustfrankoliin)ning

kolm roomga ( putt on j a 2 pdpillobnpviresn PVesid kiiole ksani) leitud
kahepaiksetelt ningsi i nkohal v 01 b papilp@nkvirdses e iindwlaki, et
amniootidegaroomajad, linnud ja imetajaqRector & Van Ranst, 2013; Shah, Doorbar, &
Goldstein, 2010)

1.2. Papilloomiviiruste klassifikatsioon

Papill oomiviiruste uwuakentatplede ama@ajsamied 8 kpst
meetodeid. Klassifitseerimiseks kasutataksk geeni kapsiidvalk), kuna seda leidub

k 6i ki dlessing®n pr kosderveerunudJuePVt U idéfineerimisekpeab LIORF

ol ema vahem k temale@@doomilseltn @ in gdehaepapilloomiviiruselL1
ORFigaLi saks peab uu eksistéeiinmikairksetn & ii ¢ @ @ha \dlierd)

2013)

Papill oomiviiruste per ekonBeslitledyoadrii sshéndalba k s e
kreeka keeles number keht v 6 et | skesh kasdfilseerdud @perekondader v Ul et a
tahtede ar vu (kaonieP Kakel briakispteeritudiquisk audu 17.0 HPV
Need kategoriseeritakseviide perekonda alfa, beeta, gamma, mu ja

n U U plommiviirused, sealjuures alfa beeta ja gammapapilloomiviiruste perekoniaulub

90% koi ki de s t-dektfjoonisd)l Ldomada @pilldarRivirused on jaotunud23

tep e r e k o eschautumgtadainult gamma mja G U O plomrpiviiruste perekonna, mis
sisaldavad eranditult ainult HP&Id (de Villiers, 2013; Rector & Van Ranst, 2013)



Omikron

I
s VS

Joonis 1L.Papil loomiviiruste&vVpel oegemead i hi met pualk
Puulonper ekonnad eri stat uduletr isvwaurrveindaedg ap,e rtedkhoins
kreeka keeleaumber kahtéhttp:/pave.niaid.nih.gov/#prototypes?type=tree] (24.04.14)



1.3. Papilloomiviiruste infektsioonjagenoomis 2 i | i mi ne r akus

Papilloomiviiruste infektsioon saab alguse vigastusest (ka mikretigsest nahas vV
limaskestagVande Pol & Kingelhutz, 2013)P &r ast r a ktransporditakse varuse s t
genoom (tsirkulaane ds DNA) t u u nekstrakrémosomaslse ecleneddind ehkb
episoomina PV-de elt stk k el on k e h a t a h gepidsiiint rakdde
diferentseerumigm@, s e s t viirus nakatab epider,mmaical s ei
virionide kokkupanek toimulalles terminaalselt diferentseerunud rakkudésngworth &
Laimins, 2004) Arvatavasti on | &-r & r g udeenide akteerimine ja eriti just
kapsiidvalkude ekspressioagllesterminaalselt diferentseerunud rakkuaes ul i ne v al t
i mmu u n s U(Bucke Pay,i & Trus, 2013) Varajaste genide ekspressioon toimub
mittediferentseerunud epiteakkude baaal ja parabasaalkihtidegjoonis 2) Genoomi
amplifikatsioon ja kapsiidivalkude ekspressioon ning ka virioridkokkupanek toimub

suprabasakihis ning epiteeli diferentseerunud o¢8snkovski et al., 2014)

Hiliste geenide ekspressioon
— Virionide kokkupanek

6- - Oﬁ - : O = ’ Suprabasaalkiht

K&rge koopiate arv O O O Hilised geenid:

- E4, L1, L2

O Parabasaalkiht
Notchsignaliseerimine =gy

Varajased geenid:
Madal koopiate arv O O O O O Basaalkint  E1,E2, E5, E6, E7

Tiheliidused

e

T 7 Parisnahk ehk dermis
Vuruse.genooml ‘ RNA Ekspressioon
koopiate arv
Jooni s 2. Papill oomiviiruste el ut $nelesioenl
saab alguse epiteelrakkudasaalkihis. Nakkuse algfaasis on viiruse genoomi arv madal. |
di ferentseerudes e hk i i Notahe §1 tbiavs adl kK ie

Diferentseerumine viib viiruse produktiivsesse faasi. Onkovalkude (E5, E6 ja E7) produk
indutseerib rake minema uuesti-f&si ning tagab viraalse genoomi amplifikatsioon
parabasaalkihtides) & r g ndiferemtbetrubli k s a | a mhning koosr sallkgkakyab
viiruse kapsiidivalkude ekspressioon ning virionide kokkupa(€¢&nde Pol & Klingelhutz,
2013)



1.4. Papilloomiviiruste genoomi struktuur

Papilloomiviiruste genoomis leidtuusvarajasevalgu (E1, E2, E4, E5, E6, BOORFI ning

kaks hilise (L1 ja L2) ORFni ng Ul esv ool u algpehk WRRelpstreane g u |l a
regulatory region ehk LCR (long control regiof ehk NCR fion-coding region (joonis 3).

LCR regioonis asub ka replikatsiooni alguspunkOri). Transkriptsioon toimub

het ket ead anukil hesthela pdalikiad lugemisraamid asuvad erinevates raamides.

PV genoomi transkriptid on pol Gt si st.roons
Variatsioon luuakse alternatiivse RNA splaissimisagarajaste geenide ekspressiooni juhib
varajane prmootor, mis asub LCR regioonis (joonis 3) Kantrollib peamiselt E6 jaE7
ekspressiooniHi | i s e promootor.i Ul esanne on regul
ekspressioan Viiruse e | u fjoonisk 131 (Sanka¥gkip €ta al.s 12814)
Papilloomiviiruste genoome arhitektuuron G | d j dubewdlt konserveerunudkuigi
peremeesorganismide tmiekesisus on laiSamas100% m esindatud ainult tuumikgeenid
E1,E2,L2 ja L1 (Rector & Van Ranst, 2013)

P97

LCR

9103
7904/1 MG ﬁ

P670

7007

L1

E1

E4
L2 =/
E2

—

E5
Joonis 3. HPV16 genoomi struktuur. Punasega on t&ahistatud m
sinisega varajased geenid-E2 ja E4E7n ng r ohel i sega hilised g
promootorit- varajane P97 ning hiline P6[ORaut ava & Syrj dnen, 201:
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1.41K»r v al ekiassikatisesl PV genoomi struktuurist

Suuremaid & r v al edemobnd struktburie n t ahel datud karnivoor |
puhul (lambdpapilloomiviirus), kus esineb teinenittekodeeriv alaehk NCR2 lisaks

t U lsple LCRIle (joonis4). Antudr egi ooni s ei ole tuvastatud
samud i el ol e l ei trydir pasegst pvomooteogul at si
Spekuleeritakseet NCR2 regioon on tekkirdilambdapaloomivirus t e G hi skad eel
tundmatu funkt si odiiirgggraerapsél viruse@énw @ani DNA | mi
genoomiala dup i k at si ¢ mis on kdot@anudyams funktsiooMiimane versioon on
Upriedlat 0 e, sestoel dlerietugdarnasusti h etgise PV regiooniggRector & Van

Ranst, 2013)

«3[TE6] | E1 ] L2 | o
+2 LE7] NCR2 L L1 O
+1 E2
6 ‘:C:CO 2600 30:30 JCITDO SC'OO 6(;00 ?C‘OO 80'01) 3‘330
Joonis4Kodukassi papill oomiviiruse ( FcaPLsdks klag

sikalisele LCR regioonile leidub neil veel iei mittekodeeriv ala NCR2, mis asub varajase ja hi
regiooni vahel(Rector & Van Ranst, 2013)

Leitudonka hubrii de papiomiiiugemahel Austraalias elaalf Laa apnoel U o
kukkurloomalt (Perameles bougainvilleleiti virus BPCV1 Bandicoot Papillomatosis and
Carcinomatosis Virus mil | el ol i d kaiika papplanmiviiroise nunnused r u s €
Viirusel on olemasPV-de hiline regioon, kodeerides kanoonilisi L1 ja L2 valku, kuid ka
varajare regioon, mis sisaldab sayr a st&antigeen mi s on anwaustele pol U
(joonis 5 (Woolford et &, 2007) BPCV1 L1 ORFomab60% sarnasust DNA tasentelle

kdi ge | ahema p aBpPVL | (Bettamgiav penicillata epgpalomaviruse
pintselsabalis bettongi PV), mis kuulubdyokappapapilloomiviirue perekondaBpPV1

puhul on tegemisti h e a i kukkl@omade papilloomiviiruseganis seni kirjeldatud.
BPCV1 ei ol e ainuke sell i ne-BPCU(Bennait\etial.,r us,
2008) Arvestades nukleotiidset sarnasusja L1 keskmist mutatsioonikiirust
lambdapapilloomiviiruste seas, siisl@itud, et nende Uhine eell ane
miljonit aastat tagasi. Pr aegus e hipoteesi jaragi t oi mus
rekombinat si oon U hsiRecos& \faeRarsm20833 or gani s m

11



NR

A) 818
/ Vaike T-antigeen
L2 Sall
6621

2221

2240 BPCV1
Suur T-antigeen
BamHl 5070
3757
B NCR
) i E6 - Q) Agnoprotein
NCR
“~ /
L1 ~~
\ viike T-antigeen VP2
HPV18 y " v
\ VP3
Suur T-antigeen
2 P
== VP1
E5 E4

Joonis 5 BPCV1 genoomnestruktuur . (A) BPCV1 viirue genoomomab papilloomiviiruse hilist
regiooni, kodeerides L1 jalL2 valkk,ui d s e al j emwirusesvargjast rqgioohniiikodeerides
suurt j aantigeéni (B)eKfassikaline papilloomiviiruse genoome struktu{ifPV18). (C)

P o lofnigiruse genoomél | e s €JEV) (Wodalford et al., 2007)

1.4.2 Papilloomiviiruse genoomievolutsioon

Papilloomiviiruste evolutsioon toimusuhteliselaeglaselhing peamisk punktmutatsioorde
kuhjudes(Rector & Van Ranst, 2013\rvatakse et papilloomiviirused koevolutsioneeruvad
koos peremeesorganismided®ande Pol & Klingelhutz, 2013)Samas onn ai dat ud

hul galiselt vastuol usi d fkaostatug eiinuseeeti geenidest e  p 1
E1, E2, E 6, . Lisd@ks onleitd evirevusi kaZperemeesorganidmja viiruse
fulogeneesi vahel, mis on v aSsetluoilsuesd kletdiuvde r

ajalooliselt on toimunud papilloomiviiruste eellaste vahel rekombinatsioone, kuid nende

ulatus on hetkel veel ebagel(Shah et al., 2010)

Papilloomiviiruste evolutsiooniline  kiirug maar ami seks voet i
lambdapapilloomiviirused. &hde puhul leiti, ekogu viiruse kodeeriva alenutatsioonide
12



kiirus on ligikauduplowp ™ nu k| eot i i dset a s e n d(Rector etiah,e s a
2007) V6 r r einataga® genoomigakus mutatsioorkiirus on ligikaudu cht ap Tt
punktmutatsiooni aastasyolutsioneeruvagapilloomiviirusedligikaudu 8,6 korda kiiremini

(Kumar & Subramanian, 2002)ambdapapilloomiviirustel varieeruvad mutatsioonikiirused
erinevates geeni des plx @pan ,tkdkER vafuxipvap Imgning o n
Llvalguspipcp m nukl eoti i dset asen (Recotetal,R@07)s ai di k

13



1.5. Kirjelda tud geenid

1.5.1.E1 valk

Ainuke ensuum, mi da papill oomiATP-$ & uBNAd K 0 0C
helikaas E1 mis kuulub SF3 helikaaside perekondae ge mi st on aar mi sel t
valguga papilloomiviiruste hulgas ja see peegeldgba fulk t si oo ni ol ulisust
E1 on vajalik kogu PV el ut s U kul: iesmalt oiofdktsiooni alguses basaalkihi

ker at i nogtesniototmidear vu suurendamiseks, seej a
hoi dmi sel rak kude yraatse gereoomansphfikatsioonisprpdultiispsu k s
faasis Funktsioonit a i t mi s e EBbviinse gemodmisbreplikatsiooni alguspunkti (Ori

sse)ja moodustab topelt heksameerse strukttemamikelpapilloomviirusel asub Ori LCR
regiooni s nilisel kaltedkininkalihe ER japalmdroomseEl seondumissaiti
Elinterakteerub paljude rakus leiduvate faktoritega, et jumegasoomi kokkupanekut, mis

on vajalik viiruse genoomi kahesuunaliseks replikatsiooniksorEdangelt reguleeritud pest
translatsioonilistano di f i kat si ooni dega, e t(Bergvall, Meleaddss, t e m
& Archambault, 2013)

EIORFon kdige pi kem jugemidtaam papilounavérusielnning amab

Ul ekatet H2rvmdain@auad & e GIPVa6s(MG 0015863 puliukalsub E1 ORF
piirkonnas 865..281%ing E2ORF2755. . 385 2, mi s  tuuredeks 68 e k a
nukleotiidi. BPV1-el (NC_001522 asub E1 ORF piirkonnas 849..2666 ning E2 2608..3840,

mi s t e eb sadnmuted8 antkteatiikisEl val g u pi kkus | a&3 vah
aminohapeto | eneval t PV tuaubist. Ul di s sidndalselssa a b
segmendiks: Merminaalne regulaatorala, DBD ehk DMya seondumisedomeen ja €
terminaalnee ns itmaat i | i neA)dNetemeiraaine (egulaaionala sisaldab mitmeid
erinevaid motiive, naiteks NLS (stdulutnuav |toukua
ekspordi signaal). DBD regiooni funktsiooniks on replikatsiooni algusp@nktiat und mi ne .
terminaal® osa on helikaasEl kaasab oma f uka knitnseid aakulisi t ai
faktoreid, millehulka kuuluvadd N A p o | U mpemaasekempleksreplikatsoonivalk A

jatopoisomeraas(Bergvall et al., 2013)
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1.5.2.E2 valk

Tuumavalk E2 on papilloomiviiruse geenide tsentraalne ekspressi&oardinaatorning
osaleb | isaks genoomi r e p trandkrgptsiconi akbivatsidoms Kk a
ning repressioonigKurg, et al, 2005) UheE8& Ul esandeks on trans|
| ahedusse, sedaéi mei ma BudeenpBESlmkuka kaseonduda viiruse
genoomi LCR regioonigaE1-E2-Ori kompleks initgeerib heksameerse E1 moodustumise ja

replikatsiooni alguséBergvall et al., 2013)

E2 koosneb kahest erinevast domeenistter@inaalne dimesatsiooni ja DNAga
seondumise domeen (DBDjing N-terminaalnetransaktivatsiooni domee(TAD) (joonis
7B). M6 | e mame edc i U h e n dhenge regi@om DEBDe domneen 01 esanne C
seonduda E2 seondumissaidile Ori piitkonn@se ondumi ne t oi mub | ar |j
konsensusele ACG&GT (Lambet et al, 1989) TAD eesmar k on regul
geenide ekspressiooni ningtad domeeni kaudu toimuka EXga seonduminéBergvall et
al.,,2013)E2 val gu el ui ga ike, acdaegleeomubikvitiirdsj 6ul ht uulide | viahl k

degradatsioonrada. E2 ubi kvi ti neeri mi ne t oB2mstaldilsugh e a mi

mdj utavad veel fosforul @ietali,2Wl4he ning ka sun
Papilloomiviiruse elutsuklIl: oluline o0osa on
elemendinani ng sel |l es mangi lE2 s wwr tv oriaonellii n&2 s g«

(bromodomeeni sisaldav valk 4)alguga seondumine toimub E2 valgu-tdrminaalse
domeeni ja Brd4 @erminaalse domeeni kaudBrd4 on seondubhistoonide H3 ja H4

at set !l eer, seegavdd i snmeehl a dneeg akad manti itiummal e . Tanu ant
(peremeesorganismi DN histoorA Brd4A E2A viirusegenoomy ai | i b papi |l | o«
genoom episoomina tuumas. Paljud hiljutised
stabiliseer mi s e s, sest Brd4 0l eeks prlasasseoaduminei n hi
Brd4-ga takistabarvatavastiE2 eksporti tuumasfLi et al.,, 2014)Li saks on E2 v
i nterakteeruma veel mi t met eSplt €EBPsTFIB, TFIIB,K ul i s

AMF1, p300/CBP, p/CAF ja hNARKurg et al., 2005; Lambert, 1995)
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1.53. E4 valk

Viiruse produktiivse faasi initsieerimine, mille alla kuulub nii genoomi amplifikatsioon kui ka
virionide moodustumingalgab @ e ks pressi ooniga ning selle
produktiivse faasiE4 geeniekspressioonimuster on sarngigem hilistegeenidegdjoonis

2) (Wang & Roden, 2013; Wilson, Ryan, Knight, Laimins, & Roberts, 200T7yuse
genoomison k U bldmaskE4 lugemisraam, kuid eraldiseisvana seda valku ei esine. E4 valk
saadakse splagud transkriptisE 1 " E4, see tahendab, et esi me:
val gu algusest ningapadaep EE2EBudgemiks ssel@mins te.
korgkespressioon podohjustab ArMakiul eG® neaerkeais tiin.hil
stimuleerib rakumitte-replikativsetDNA s idnt eesi , Sii s gendomu s el
amplifikatsiooniks vajaminewad faktorid k 4 t t el afmtdda faktist saabj ar el dad a,
E1"E4 funktsiooiks on viiruse genoomamplifikatsiooni tagaminesamas ei olseeoluline
genoomi s Bisals iort teada, et E1SE4 indutseerib apoptoosi, mis on vajalike

e | u t heliseknasifaasiéWilson et al., 2007)

1.54. Ebvalk

E5 onl 0 hi ksemembraaaenvalk, mis ooluline raku transformatsioonislegemist on
onkogeeniga, kuikeda eileid k&6 i ki del p d0oMaib & Bettin20138;iRectouds t e |
Van Ranst, 2013)E5 o n v e tremdformeerima nii peremeesorganismi kui ka
koekultuuri rakkeVal gu suur us | &85 amnahhpetmsishli#tades galju
hidr of oobsei.dSu@ame no tgapédeESadvalgule ns Umaatil i ne &
ta pigem moduleerib teisi rakulisi valkBetailsemalt on uuritud BPV1 ja HPV16 E5 valku.
Nende puhul on naida(udi maser akosmboosiUUPDG®
s ub i ha EGF (epidermaalne kasifaktor) retseptofiega, lisaks MHC (peamine
koesobivuskompleksklass | ja Il retseptoritega t ssudklltiuivnat e ki naasi de
(p21 ja p27) jaN F k-@a (raku tuuma faktor kappaiuvitav on asjaoly et kuigi HP\V16 ja

BPV1 E5 on mobsedead ohied mafdo g &DiVaed K Paitis2013)t s ar 1
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1.55. E6 valk

E6 puhul on samuti tegemist a k k e transformeeriva val gu
ekspresseeritakse varajaselt promootorilt. E6 suudab interakteeruda paljude rakuliste
valkudega, sealhulgas ka p§8 (tuumorsupressorvalk)viies selle lagundamiselé.isaks on

kor ge r i sl&k E6galgudvOV sed bkiiveerima telomeraasi PO hj us v OI
keratinot siut isdsemisannade@r goa KiPWidelaemisa. Uuringud on

nai danud, et \HrGse genoomiregplkasioonis- mutaeridesHPV16 E6-te
kaotas ant ud astabiilsat genoond koomaanfiyandedPol & Klingelhutz,

2013)

E6 puudumiston t & h el #HRWde cwulgas (HPV101, HPV103 ja HPV108-
gammapapilloomiviirused ning veisepapilloomiviirustes(BPV3, BPV4, BPV6, BPV9,
BPV10, BPV11l ja BPV12)Lisaks ei eksisteeri E6 ega ka E7 OfRFolmel lindude
papilloomiviirustel PePV1 Psittacus ethacuspapillomaviruse Aafrika hali papagoi PYja
FcPV1 Eringilla coelebspapillomaviruse metsvindi PV (de Villiers, 2013; Rector & Van
Ranst, 2013; Van Doorslaer et al., 2009)

1.56. E7 valk

Rakkude immortaliseerimiseks ei piisa ainult eelpoolkirjeld&bigaE6 valgust, vaid on vaja
ka E7 olemasolyRoman & Munger, 2013; Vande Pol & Klingelhutz, 2018y omab

kesksetroliPVe |l ut sukl i s, reprogrammeer i daesobilikak u k
E7 valk on I|igikaudu 100 aminohappe suur un:
valku ontuvastatuch i i t s iUt opl a s-romaslesk NLS kuk ka NESwsignaidEs

val k on samuti v 0 pafiueld rakoliste Jaudega (pRE, BRGAL, yp2ha

jne.) nings e e ma p ma nande stabiilsu$Roman & Munger, 2013)

E7 ORFi e i | ei du koi ki deelleppapiulmli ev@miowi iUrhuisntee |t,
PV-del TtPV1, TtPV2, TtPV3, TtPV4, TtPV7, DdPyPhpPV2(upsilonpapiloomiviirused)
PsPV1, PhpPV1, TtPV5 TtPV6 (omikronpapilloomivirused) ning PhpPV4
(dyopipapilloomiviirug. Lisaks vaalalistele, ei ole leitudakoonilis E7 ORFi veel

omegapapilloomiviiruseltUmPV1 Ursus maritimus Papillomavirue | aédkaru PV)
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dyodeltapapilloomiviiruselt SsPV1S(s scrofa domestica papillomaviraskodusea PVja

U h «&lbssifitseerimataiiruselt MrPV1 Myotis ricketti @pillomaviruse nahkhiire PVhing
eespool mainitud lindude papilloomiviirust¢Rector & Van Ranst, 2013; Stevens, Rector,
Bertelsen, Leifsson, & Van Ranst, 2008; Stevens, Rector, Van Der Kroght, & Van Ranst,
2008)

1.5.7.L1 ja L2 valk

Papilloomiviirusteikosaeedrilisevirion i di ame et e&ku 5%68 anb ning aidaldam i
360 L1 ning kuni 72 L2 valkWang & Roden, 20131 kuikaL2on md |l emad | i gi
55kDa suurused, sealjuures on M6 i mel i ne i s es e iirase adrnaseidno o d |

partikleid (/LP) ilma igasugustechaperonide juuresolekutakuid L2 mitte (Buck et al.,

2013; Wang & Roden, 2013)1 vastutab ka infektsiooni esimese etapi eesiteraktsioon
peremeesrganismi rakga. Seod umi ne t oi mub hepar aan sul f e
kaudu, mi da | ei dubAntpudt eiongtlelrkaakat ngiasdebsn. p G
konformatsioonilisemuutuse, paljastades L2 vallst er mi naal ne o0s a. Jar ¢
| 6i kami ne ni ng | sioonjliree knouutusming interaktsibon rsekantlaarse
retseptoriga. Hetkeé i t e at mis on &ggundnarie retseptkuid kahtlusaluseks on
alfa6-beetad i nt e g rSamutieiOlénaBkBld4eet. eada ka t apsed mehh

t oi mub e makka(Buskiet ah, @&13)

18



1.6. E8"E2 iseloomustus

BPV1 ningerinevate HPYd e t r anskr i pti de disaks kaindbisel@dE2on n
valgu transkriptile eksisteerib ka E8"E2 splaissitud varian{joonis 6. Antud transkript

erineb kanoonilisest E& N-terminaalse osa poolegfertey et al., 2011; Lambert et al.,

1989) EB"E2C tekib splasngu k a i duw &1 lugemisraamis olev EEDS (joonis 7A)

lidetakse E2lugemisraami @erminaalse osaghinge regioonis(joonis B). E8 CDS all

mbéel dakse ES8 k o-st &kunir sphaissingu dolormrsaidi -Takleotiidini ehk

viimase nukleotiidinimi s b E8ieksonisse. E2 ORF olevat splaissinguaktseporsait

kasutab ka papilloomiviirug€1"E4 transkripti konstrueerimisek#ietkeseisuga on ES8"E2C
transkripti leitud eksperimentaalseltalfapapilloomiviirustes (HPV11, HPV16, HPV18,
HPV31, HPV33), mu U pllagmiviruses (HPMa), kapapapilloomiviiruses (CRPVehk

SfPV1), deltapapilloomiviiruses (BPY) ja bestapapilbomiiiruses (HPV5) (Chiarg, Broker,

& Chow, 1991; Choet a., 1989; Hubbertt a., 1988 Kurg et a., 2010; Laceet a., 2008;

Lambert et al., 198%PalermeDilts, Broker, & Chow, 1990; Sankovski et al., 2014; Snijders

et al., 1992; Stubeauchet a., 2000) E8*E2C on tuvatatud taksonoomiliselt kaugetes
perekondadealfa- ja deltgpapilloomiviirustes(Shah et al., 2010Eeldusel, et E8 valgud on
homol oogi d (pari-t Uhi s es tdleidudd Ha desstesasuyreenatésu s e
perekondades. Mapapilloomiviiruste ja alfapapilloomiviirustéellel on tuvastatud ES8"E2C

ol emasol u, Uhi ne e#dnit aastaetagask(Bjli asrtgeie)r.i 58 e~allsjkOs u
| ambdapapill oomiviirused | ahknesi,deehgial jvedm k-
eeldada, et ka nendel eksisteerib E8"E3Rah et al., 2010)

E8"E2C valk on viiruse genoomreplikasiooni negatime regulaatoming ka varajaste

geenide transkriptsiooni represser8 " E2 C md j u r e pp & hkjau ssti abdoan i d ]
E8"E2C omab funktsionaals&2 valguDBD domeenKunaDBD domeen 0l esa
seonduda E2 seondumissaidile L@Rjioonis siis ta kakureerib kanoonilise E2 valguga,

mis on vajalikE1l valgu kohaletoomiseks ja genoomi replikatsiooniBV16 puhul on
tadpsemalt t eada,ibwituse demdomilaryusdéxt B &1 skuIESME2C

limiteerib HPV16s viiruse genoomide arvu, eieokeda vajgenoomis &ai | i trakosi s e k s
Huvitava faktinaonteada et E8 " E2 C e twmaurvaragasest pronmootarist P9 6 |
seega selle ekspressioon on (Lecesastals200Bune v Oor

E8"E2Con kaviiruse varajaste geenide transkriptsiooni repressoB PV 1 p u h u,l on

et E8"E2C surub alla E2 vahendatud geenide ekspres&ddnkordaning sarnast tulemust

19



on naidatud k(hacerPal P08; kamert atlal.1990) ES"E2C suudab
inhibeerida HelLa rakkude (etvaa k a el av ahi rakul iiB6 jaHP7V1 8)
onkogeenide promootori inhibiitaiFertey et al., 2011)inhibeerimine toimub konkentse
seondumi s e t 6 t—trakulispdr fakiowdwdrsasrEBNE2C promootoralasv 0 i

i nteraktsiooni t 6t tu e r(ferieg gtalt, 2010fTendacldvalt®rn e m«
E2 valk transkriptsioonregulaatorE 2 v a | g dranskiiptioodi adguaitiivset rolli N-
terminaalne TAD domeen, kuid E8"E2Gee puudub. Seega peaB"E2C kasutama teisi

radu viiruse geenide reprs seer i mi seks. EB8"E2C vOime repr
inhibeerida kass | HDAGd ( hi st oon desa¢sgaulanmb) eel dada,
omadused on seotud klass | HDACa . Taps e matEBE2C valgt E8aodabn

voi me i nteélDACBRge,ermds on pdohil i meleakrecegioo ne nt
corepressor 1 transkrptsiooni vaigistavas kompleksi@owell et al., 2010)E8"E2C on

voi meline inCebéktvaemguma Kadi datud HPV1G6,
kuulub rakulise helikaasi kompleksi. Antud juhaimub interaktsioon E2C domeeni kaudu,
seegaon ka E2vdi mel i ne i nt egaa%eondummne @HDGaOH DlGline

onkogeenide E6 ja E7 promootori inhibeerimis@kertey et al., 2010)

Pikka aega puudus eksperimentaalne info E‘Bl2masolu kota beetapapilloomiviirustes

sest ei eksisteerudh & k@t ses ldst eeme omivirused olbks esplisseermmud | | o
2014 aastal demonstreeris Mart Ustavi uurimisgrupp, et inimese osteosarkooma
koekul tuurilii ni kdtada2beesapapiloomivirudeganraniy sell toimab ka
viiruse genoomi replikatsioorNad leidsid, et E1 lugeisraamis vahetult enne E8 ORF:

aslb seni kirjeldamata promootdtee kinnitakka eelnevalt mainitud fakti, éiPV16 puhul
onE8"E2C =ekspressioon soOltB8mmtutui vaanpdastest
HPV16le ja HPV18le on HPV5 E8"E2C valkampoomi replikatsiooni repressor, viies alla E1
MRNA transki pt si ooni . HP V5 jpookbulkuni I0@xretinevusiit Zwild t u n n
type ja defekitse E8"E2C ORIiga viiruste genoomide arvu$iPV5 E8"E2C valk omab

l Ghi kaat j] 80 ) e s tist @325t & 83590tR mis on liidetud E2 valgu C
terminaalse osadgzl5aa(3322nt splaisingaktseporsai) (Sankovski et al., 2014)
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P97
2 g g g S
~ o N ™ <
lﬁ/ll 1 1 ! 1 | ! 1 | 1 L J — 1 1 L L
858 2814
E1
E7 1 E1§651302(SD) /—\3358(8/\) 3853
E6 1
2756 DBD
E2 N T
TAD
Joonis 6 HPV16 E8"E2C transkript. J ooni s el on naidatud E8""E2

tra

E2, E6 ja E7 lugemisraamide suhtes. E8"E2 saadakse splaissingu teel, kui E1 lugemisraamis olev

| 0 hi ki@ nuldebidi pikkune E 8

j ar j e st uGternsnpdisa bsaga i kokkbinge e

regioonis asuva splaissingu aktseptorsaidi kaudu. Sama aktseptorsaiti kasutab kfLEdétt al.,

2008)

A) In vivo regulaﬁon .

DNA replk.al'lon in vitro

-

Brace

T
Helicase

[

ESMNE2C ja E1MNE4

akseptorsait J DNA-ga seondumise ja

B) Transaktivatsiooni domeen / dimerisatsiooni domeen
[ | ‘ ]
L
1 200 310 410
Joonis 7BPV1l E1 ja E2 valgu ¢lDoessghéekt usl eavad «

aminohappeid(A) E1 valk koosneb viiest domeenish-terminaalne regulatsiooni domeeBNA

seondumisdomeerfDBD), oligomerisatsiooni domeerfO), AT P

seondumi se |

domeen (ATPase) jalamber ehk piirkond, mi®n oluline heksameeride kokkupanekul ja nen
stabiliseerimiselBraced. Domeenid, mis on vajalikuth vitro viiruse genoomi replikasiooniks, o
tahistatudNotod regylai Imaa ggaasukohd E1E/@gusBRE2 valk koosneb kahes
domeenist:N-terminaalsest transaktivatsiooni domeenist jdefninaalsest DNAya seondumise je

di meri satsiooni
aktseptorsaihinger e gi oo ni
2009)

d o méiegeregobn nNo @l engea d mairhgintdL
al gus es, EINt4(Baagval et al.y20E3pKurg &t al.
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1.7. Topeltkodeerivate alade tuvastamine in silico

Valgugeenide ennustamiseks kasutatavad meetodidico omavad tavaliselt éte aspekti:
informatsioon, mida kasutatakse ennustamisel ja matemaadilgoeitm, mis kombineerib

selle Informatsiooni saab jagada kolmeks: signaalid genoorkesdonkasutusning
homoloogia. Signaalide alla kuuluvad stafa stoppkoodon, transkriptsnifaktorite
seondumissaididTATA boxpromootoralad, CpG saared, e’p gnhaal |, pol Gade
signaal, splssinguaktsepor- ja doonorsait ning GC sisald(Sleator, 2010; Stormo, 2000)
Topeltkodeerivatealade ennustamisekse i saa k 61 ki da, ssesy siseraise@ k a
|l ugemi sraami d prilnaavserd ama k eendeandeant e;sigagal n &

pol tadenul atUshie ks n isradeengkgsigadalideennustamid,on t 6si asi

konsensused ei olé | d j tugeualt konserveeruduVaad at es nai teks i nim
doonorsai di konsensust (jooni s 8 A) on nah
positsiooni del +1 G ja +2 U. Sama on néaha

ning ka riisi genoomis (joonis 8§Korf, 2004; Roca, Krainer, & Eperon, 2013)

-3 2 -1 +1+2+3+4+5+6 +7+8 & G
‘G Dm

G}x.GG GQ« S

Joonis 8 Splaissingu doonorsaidi konsensus ga t d4he kd&édrgus vastab sel
Spl ai ssosoomi s -1t oG mud +DHBi Gamukkeeotiidi Vv rdronisde A)
Inimese doonorsait onsensus on |l eitud 201541 inimese spl
konserveerunud ainult guanosiin positsioonis +1 ja uridiin positsicois, kéi kides teis
olla mistahes nukleotiid(B) Splaissingu doonorsaidi konsensus erinevates organismiicesdopsis
thaliana (At), Caenorhabditis elegani&Ce), Drosophila melanogastgibm), Oryza sativa(Os). Ka antud juhul
on haédaieli kult ko nmukeotide easitsioonides dbijant2U(T) (Korf, 2004; Roca et al.,
2013)

A)

Topeltkodeerivate alad ennustamiseks saab kasut&d@donite esinemise sagedusi, sest

si n o n Uté koodonite kasutamise sagedused varieeruviadorganismide kuivalku
kodeerivategeenide vahe(Camiolo, Faina, & Porceddu, 2012; Plotkin & Kudla, 2011)
Eksisteerib kaks pdohili st Neutrdadnte midelsieldlad , f e
koodonkasutatuse kallutatus tekib lokaalsete mutatsiodni@etningiei ole seotud mitte
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millegi muuga. Selektiivnenu d e | vai dab, et toi mub koadapt
opti meeri maks tr ans| a(Plstkin&Kudla, 20f1)Platgiame gné st |
n ai d attRNAlgeenide arvu ning selle hulga vahekuson tugev korrelatsioo(Camiolo

et al., 2012; Duret, 20026 G non G U ms e dndg ud md/iade d i saks trans
protsessimistning valgu pakkimist (Plotkin & Kudla, 2011) ning o0 n nai dat ud.
koodonkasutus voib oll a -dadteddaska fga&nisi ¢
omavad sarnast koodonkasut(i$ajafabadi, Goodarzi, & Salavati, 2009eegaeades geeni
koodonkasutust o n v dedanmekdndadsisemiste lugemisraamide ennustamiseks, sest

antud regioonis on nihkes geeni ul dine kood

Kodeerivat e al ade ennustami seks on voi mal

homoloogiat. Leides uuritavale & r j e st u saenbtee i 4 airdn ajsadev jo e snall sia b

ennustada, kas t egemi s hinganmab knfotch duaktsioonigkoht@ | a g a
Antud | & prebleemiks on andmebaasides le@uinfo piiratus Samuti on
probl eemi ks | 0hi keste glairkjuwlstt ugdieb oadasd me lna

(Stormo, 2000; Sleator, 2010)opeltkodeerivate alade ennustamisekeustes on loodud
vordl emi si vialhe maiotge M@GIE ) ikbu itdu usae e e i ol e
al asi d, mi s 20 koodonii.(Fiehn&aBdowrk 2006) ML OGD on katt esze
kodulehelt http://guinevere.otago.ac.nefdMLOGD/]
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2. EKSPERMENTAALOSA

2.1. T°° eesm@argid

E8"E2C on tuvstatud taksonoomselt kaugetes perekondadeslfapapilloomiviirustega

deltpapi | l oomi viirustes, k160 niljenit andtat tagasiSeaw letl a n e
al., 2010) Kuid paljud teisedPV per ek onnad | ahknesid vai kse
Sealjuuresn a i tlambdapapilloomiviirused lahknesid | e jitesta~110miljonit aastat

tagasik ui d nende genoomis | eidub omajpRestoa&ie NC
Van Ranst, 2013; Shah et al.,, 2008 ega Vv oi ks ¢estesd perékandades t k
eksisteerib E8"E2C kui d evolutsioonimuséeélusi voinkhaguwl

lambdapapilloomiviiruste puhul

Ees m?2 r & Uurida in silico E8 valku kodeeriva alaolema®lu papilloomiviiruste

perekondades a ht udes seni kirjeldatud i nfost
E e s m2 r R Kanstrueerida meetothindamaks, kadDNA-s olev muster,n iieks E8

lugemisraamp U sBllv al gul i se | arjestus@i klbhaswueoneer u

tekkinud DNA tasemehing on oluline viiruselenu u d e | pohjustel kui E1l
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1 E8 lugemisraami otsimine teadaolevaino p » hj all

E8ME2C transkripti oneksperimentaalselleitu d U h pabillo@sviiruses, teadaolevate
andmet ehangitddsiplgné baasinformatsio@iabel 1) Tabelislo n ma kagEl™E4d d
splaissingu aktseptorsdit3 ', sestS8)E2Cja E1"E4 esimeseeksonid plaisitakse samasse
doonorsaiti. Splaissinglatseptorsaidiasukoha saamisekkasutati PaVe(papillomavirus
Epistemgandmebaasi, k u h u kantrollitudopapillabmiviiuste g&naosnnet s i
info (Van Doorslaer et al., 2013)

Tabel 1.EksperimentaalsekinnitatudES8"E2C infamatsioon*

R P I PR - IR o U R
SfPvl | 358 1720 1751 32 +1 | caggta| 3843 | NC_001541| 10623
BPV1 355 1204 1235 32 +1 | caggta| 3225 X02346 10559
HPV1a| 388 1200 1231 32 +1 | caggta| 3200 V01116 10583
HPV5 | 367 1328 1359 32 +1 | gaggta| 3322 | M17463 | 333923
HPV11| 409 1241 1272 32 +1 | caggta| 3325 M14119 10580
HPV16| 400 1265 1302 38 +1 caggta 3358 K02718 333760
HPV18 409 1323 1357 35 +1 caggta 3434 X05015 333761
HPV31| 397 1259 1296 38 +1 caggta 3295 J04353 10585
HPV33| 397 1276 1316 41 +1 | caggta| 3351 M12732 10586

* Tabel koostatudPaVea n d me baasi ni ng | aChpmgetal 192, Cloe dt al. k1D809; tHebbept 6t lalj, £088; Kurg et al.,
2010; Lace et al., 2008; Lambert et al., 1989; Palebiits et al., 1990; Sankovski et al., 2014; Snijders et al., 1992; Stubenrauch et al.,
2000)

1. E8 lugemisraami ATGkaugus E1 ATGst, arv on nukleotiidides

2. E8 ATG asukoht genoomis-nukleotiidi asukoht

3. E8 splaisingu doonorsaidsimesés- asukoht genoomi&aGgta)

4. E8 CDSi pikkus nukleotiidides

5. E8 lugemisraaitEl suhtes

6. Splaissingu doonorsait

7. E1"E4sphissingu aktseptorsaid asukoht (PaVe andmebaasi péhjal)
8. GenoomilD

9. NCBI taksoni ID

Kogutud andme et&8 TG lagula keskriselt 386 nukleotiidaugusel E1
algusest sealjuures minimaalne kaugus oli 355 ja maksimaalne 409 nukle&8dCDSi
keskmine pikks oli 34,6 nukleotiidi, sealjuuresr @i k €£BPS an 32 ning suurim 41

nukleotiidi. Teadmata, millistep osi t si ooni del voi b Ed@&sustats uda
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alustadaE8 CDS:i otsimist 300nt kauguselt E1 algusedt8 CDSi minimaalseks pikkuseks
lubai 17 ja maksimaalselS9 nu k| eot i i di , seda podohjusel, e
| hemai de Et8e iCsDtSes t uaupi des.

Kaheksalj u h u | stiom loksenaeerunuBAGGTA splaisingu doonosait( 5 ', aiguft )
HPV5-el on GAGGTA, mis on ainuke beetapapitimiviirus (tabel 1) Inimese genoomi

pohj al teht ud a s@alssinguslaororsaalison tl &ii @ luidk u lett kons
ainult kaksnukleotiidi (joonis8A) ni n g o0 n -3 pdsitsiaoniskestleitiC v 6 v & iGh
tegelikultpeaaegw 0 r doHlak 16t K i n.ULk Iseaktsi ioche ndi datud, et
levinud kateistel organismidel (joonisB). Seegao t s u s t splaissaidj] aattsai n3 u | %
positsioonning otsida rangeidsplaissingu doonorsaidi konsusij ar j ekorrAas AGH
AGGTGA AGGTTA AGGTC.

Kéi k t eada o lideagsuzad +1Elem3Rdm(isa 4) E1 valgu suhtegtabel 1)
Eeldades, et E8 valgud on homoloogid) i akvata, et kaeistes papilloomiviirusteg 6 E®

ORFolla fikseerunud+l lugemisraami&l valgu suhtesvaadaesEl ja 2 ORFi, teame, et

need onumbes 60 nukleotiidii | e k a t thax sonomavahe fikseeritud eaamides. E2

saab olla E1 suhtes +1 voi +2 raami s, K un :
raamis, siis see on evolutsiooniliselt fikseerurfs@muti on E2dgemisraamisikseerunud E4

ORF +l raamis E2 ghtes(ehk +2 E1 suhteskuid E1"E4 splaissingu akeporsaithoopis +2
raamis E2 suhtes, mi da kasut ODINAk § AEBRLeE2 s e
pikkusest, misiagades 3ja annabja a g i k s padustablhhke n u ktdastambkEd d i
lugemisraam(joonis 9) Kuna evolutsiooniliselt on fikseerunud E1"E4 E1 CDS pikkus, E4
ORFi asukoht, siis ei s &aE2 ORFis asavEI EM sphaidsm@uu s e g
aktseptorsaidi asukoht (rag |, kuna see pO6hjust aksviruseuur i
genoomisSar nase j adrelduse voiks teha+lkamamEEB CDS
suhtes ning selle asukoha muut uSamas adiaa p 6 h
kindlalt, kas seeon ka reaalselnii k 6 i k i ddess vadelati pigem E8 CBSpikkust.

Kok kuvdt val tka ESBRE2MQ)splaidsidglalséptorsaibn E2 suhtes +Eaamis, siis

peab E8 CDS panustamakaks nukleotiidi E2 lugemisraami taastamiseks eBB pikkue

jagades3-gapeab ol etma | dagi ks
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E1 HEEEEEEEEEEEEEN
erres0) T 117
E8ME2C (+1) I:I:l:l:l:l splaissingu aktseptorsait (0)

Joonis 9.E17E4 ja E8"E2C lugemisraamide asukohad E1 ORF suhtes skemaatiliselt Kastid

tdhi stavaduhgkdest maddaegiat lBgehbisraanmbsekohta E1 ORBuhtes,

seal juures 0 t &hgasPunadgaos b ki srtaaatmi dS"EECL gplBidsingyl a E
aktseptorsaiflf umer ohel i sed ruudud koos punase ruuduga
Heleohelisegaon madr ghu utdeot i amt aksari sspl ai ssingu kai guc¢
koodonikoossésu.

Eel neval anpadlhiUasli Rhiodrisj progrfeaomESORFSearclpy, mis
arvestab jargmi si piiranguid

1. E8 CDS:i hakatakse otsima 300 nukleotiidi kauguselt E1 @RRusest(V 6 i mal i k
rakendada ainult korrektselt annoteeriNtlerminugstE1 valgu puhul)
2. E8CDSi pikkus peab @jajagadesandmn j aagi ks 2

3. E8CDS:i otsing toimub 1000 nukleotiidi ulatus€akna suurus)

4. Splaissingu doonorsaitv a ad at a k s e AGIGBAA | AGKGOGA T AGGTTA
AGGTC. (Esialgu otsitakse E8 CBDISAGGTA splaissingusaidiga, kui ei leita, alles

Ssiis vbobetrmrkse jargmine
5. Minimaalne E8CDS- i pikkus on 17ukleotiidi ja maksimaalng9 nukleotiidi.

6. E8CDSei tohi sisaldada stoppkoodanit

2.2.2 PAL2NAL

Tegemi st on veebbds i (kgtivavge ok .antbbedga2nal/), kuid on

voi mal i k alPérlaskip@amaidn gd aj dkkaak s ut a PAL2NAle-id ae kAmainm k
on konverteeridaalgumi t me | ar j dMSA)Wwasavaks ®NA(tRNSA) joonduseks
etteantud DNA .jSigendike entvalgMSA nipgdhrejnalle v al guj ar |j
vastavad D N Aastg faorrjneasatduisse.d Val j unjdd &kmsd usre grot
genereeritud DNA joondugSuyama, Torrents, & Bork, 20Q6)
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2.23. CDEP meetod

Valk oma funktsioons a i | i tpeaafhoidnea&nsa aminobhppelistf & r §t, esexev d viib

DNA tasemejuhuslikult mingi elemendi/konsensusekkeni(n & i sigekise lugemisraam).
Tekkinud konsensus kaokiiresti evol ut si ogonit atkii gusastdidrelt & t t
aminohappele vastab mitu koodonit jal d j plhuslikult tekkinud element ei ole

organismile vajalikVdét t es vaatl use all a homollhoeo gwieidr uv
perekonna mingi valgud , S i i subarbdaaminahadppelisg regiooni kodeerimiseks on
T prt¢gudi mal ust , kahagpsesiud ademi lalméein onKu#4 s iun

agak 60i k antud pekasethvadnnagivs i pusekonnamendest nul t
siis voib eel dada, et a n t tasemel jAétud] pokldemis on
anal Gusi mi seks tCOEPt(canservedvDNA jelamenn detettiondin protein
coding sequenak hindamaks, kas valguline motiiv on konserveeruhud n k't si @ 6 n | t
toimub positivne surve DNA tasemel kindlate koodonite osas, mis hoiab rangelt
muut umatuna ka amstTibthkasuiatekse \sirustes) tapelikcaeetivate
piirkondade anal ddsi l MLOGD programmi , Kui
mille pikkus on alla 20 koodonCDEP meetod suudab tuvastddai hi kes i , all a
pikkuseid, topeltkodeerivaid a@ ning lisaks nendele ka teisi konserveerunud piirkondi
DNA tasemel.

Probleemi paremaksmd i s t nuiusreiknse U Hamledgapilbbomiviguste E1 valgu
pohjMutat si ooni de tekki mi seks koodonites p
Teadaolevalt lahkrsédd lambdapapilloomiviiruste eellasedteistest perekondadest100
miljonit aastat tagasi rb0-60 iljoniteagstatrtagagbhahest t U U [
al., 2010) Samuti teameetlambdapapilloomiviirustel kogu kodeeriva atautatsiooni kiirus

on ligikaudupwwp M Nnu k|l eoti i dset as enduiusameiutineEls ai di
valku, siison targem kasutadainult E1 valgu mutatsiooni kiirust ning see on ligikaudu

px @pm nukl eotiidset asend (Rector et &l.e2005) 8 e edga kolhe
postsiooni kohta tulebplx @p T i Q& NOD o@D M tmmn mhp Wi Q& @oi o
Antud tul emusest n a4 e mdejdudenu tiag &9 opas i8t894 ot odn
Voi b e el dakdilanuyd pesavalt eaegapapilo o mi vi i rpisdee Italhkne

lambdapapilloomiviiruge perekonngset saanuks tekkida mutatsioonid koodonites

Jar gnevame v a dthlgukenmalambdhpapilloomiviiruste E1 valgysanud
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j uhul r egi oo rpotentkianlselt Z8ORBalgwes §oons 40). Sel gelt on
valgulisel tasemel on konserveerunud HBAstidiin-glutamiinhapealaniin) muser (joonis

10A). Kui antud motiiv on vajalik ainultvalgu funktsiooniks si i s v o&i ks DN
kodeerida seda mistahsst n 0 n U @oodomtégajoonis 1B). Samas on sel gel
E8 alguses kasutatakse kodeerimiseksainult CAT koodonit e t sadaili ks E8 AT
kasutab viirusglutamiinhappekodeerimiseksainult GAA ning ka alaniini kodeerimiseks

ainult GCT koodonitjoonis 1CC). Eksisteerib psitiivne surve antud koodonite kasutamisele.

Eelduse| et ka teistespapilloomiviiruste perekondades on E1 valgu mutatsioonikiirus
sarnane, saahb samadd kriteanianitdl Uakigeldvaadates n ai t en a
alfapapilloomiviirustessamaregioonj kus on B al gus, mnt ekbda G €l I
kodeerimiseks enne E8 ORRlgust kasutatakse 3 erinevat koodokitid E8 alguses ainult
Uhtlea 3. Seega on moéoddunud piisavalt aega,
koodonites kui d mdneskapsaustiutsseil o oinki ksa Eelpoat woddast U k s
saab jareldada, et kui vorrelda vaadel dud

siis nende vordl emi sel on voimali k tuvastad

[ Sama piirkond ]

Valgu ja DNA tasemel

A)

P1PV1REF P1PV1REF
CPVGEREF CPVG6REF
FcaPV1REF FcaPV1REF
PlpPV1REF PlpPV1REF
UuPV1REF UuPV1REF
LrPV1REF LrPV1REF
PcPV1REF PcPV1REF 2y ) =
El | H || E || A |
E8 [ MJLKJLL]
Bl H E A C)
100% T, 0% A,
CAT GAA GCT 100% T ja 0% C 0%C,0%G
CAC GAG GcA
GCC ..CATGAAGCT...
GCG T

[ 100% A ja 0% G ]

Joonis 10 Lambdapapilloomiviiruste E1 valgu joondus ning valgu joondusele vastav DNA
joondus E8 ORF-i alguses (A) Lambdailloomiviiruste E1 valgu joondus vasakul ning paremal
sellele vasta nukleotiidne joondus. E1 valgoondus tehtud MUSCLE v3.8.31ing valgujoonduse
poéhjal tehtud D N A-igaj (8)o SekbliesritudP rdioPnolevate aminohapete
siUnoni0ms e {C) Antuaregimonis khsutatud koodonite kolmaraizsitsiooni nukleotiidide
sagedused.
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CDEP meetodit algandmete genereerimiseks (vaadeldud ja eeldatud nukleotiidide sagedused)
koguti esmalt kokku Pa Ve and me bpapl®omsviirustekEGli kv al gu .j ar j
Seal juures hilisem anal Gdids t e oosdusetteigemBeds per
kasutatj kas MUSCLE v3.8.3% & i MA F F T MUSELES4hEl kasutakarefines at et |,

mi s proovib par andad asutadesePilz2NAdL ltebtiwagu jognduse] e s t |
pohj al DNA &y g okejuda#i programmPythonis PositionReader.pymis v 6t ab
sisendiks valgujoondusei ng ant ud | oo nduBNAjogndubejPradramme ner
leiab esmaltigas positsioonis esinevate nukleotiidide sagedysaddeldud sagedus antud
joonduse positsioonis) SeejarauwtabV a1l gmal Glsi s ol eva per e
koodonkasutuse, sedgeitakse ainult E 1  ugemi sr aanin pdh jeEalt,
koodonkasutus vodib varieeruda geenide vah
topeltkodeerivat ala E1 lugemisraamis, siis on oluline rakendada just selle geeni
koodonkasutust.J & r g n lei@baprogramm ennustatud nukleotiidide sagesd igale
positsioonile  kahel viisil. Esitekse el d ade s ,de =i n o k tei koedenite
esinemi ssagedused on wdndeesd ajuiveses dlietevatéal ) |,

j ar j e&aotlonkadutast (joonis 12).

HPV86REF
HPV8TREF
HPV114REF E v
HPV84REF v E=1/9 Ei eiksisteeri GTA(0.25
HPVESREF | » V= g]/’g » koodonkallutatust » g:g(gi) GTC ((0'25;
HPV102REF ‘ - (0,5) ’
HPV83REF GTG (0,25)
HPVG1REF GTT (0,25)
HPV72REF

Positsioon 1 Positsioon 2 Positsioon 3

A=0 A=1/9x0,5+1/9x0,5=0,1111 A=1/9x0,5+8/9x0,25=0,2778
Cc=0 » C=0 » C=1/9x0+8/9x0,25=0,2222
G=1 G=0 G=1/9x0,5+8/9x0,25=0,2778
T=0 T=8/9x0,25+8/9%x0,25+8/9x0,25+ 8/9x0,25=0,8889 T=1/9x0+8/9x0,25=0,2222

Joonis 11. Ennustatud nukleotiidide esinemssagedus, kui¢ h e ami hnohra@mpe&e ms et ¢
koodonite esinemi sEasgmdusddedmkeer ko&kdku kdi k
ami nohapped ning |l eitakse nende sagedused. Jar
neid aninohappes koekridaning eeldatakse et iga koodoni egiangmiey ad d
leitakse igale positsioonilenelja nukleotiidi esinemissagedusedN & i t e n a Khskbat u
alfapapilloomiviirust.
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[ Reaalne koodonkasutus ]

gtt VAL 0.1365
gtc VAL 0.0262
HPVBEREF s VAL o.4o01
HPVB7REF & +as2
7 o ALA 0.1485
RevasmEs Ve M | E=1/9 §§§ AA 0.084 GAA(oEssgc;) GTA (:4372)
7 JE d = - 0.5853 ’ ’
TvioarEr e D o W s o B o) 6c(00262)
HPVB3REF 7E [835 & o.aaief GTG (0,4001)
HPVG1REF 'E o b TIe GTT (0,1365)
HPV72REF E o0 GLY 0.3142
agg GLY 0.3332
Positsioon 1 Positsioon 2 Positsioon 3
A=0 A=1/9x0,5584+1/9x0,4416=0,1111 A=1/9x0,5584+8/9 x0,4372 = 0,4506
c=0 » C=0 » C=1/9x0+8/9x0,0262=0,0232
G=1 G=0 G=1/9x0,4416+ 8/9 x 0,4001 = 0,4047
T=0 T=8/9%x0,4372+ 8/9x0,0262 + 8/9 x 0,4001 + 8/9 x 0,1365 = 0,8889 T=1/9x0+8/9x0,1365=0,1213
Joonisl2Ennustatud nukIl eot i i diadesse eegalsat koadbrnkaswugie d us v
valgus Es mal t | oetakse kokku koi k Uhes positsioon
sagedused. Jargneval t l eitakse u uahk Bi seaalneal |

koodonkasut us Ul e levk gapiloomiviruse pereloenaEdadi lleitakse igale
positsioonile nelja nukleotiidi esinemissagedused, rakendades eelnevalt leitud koodonkasutuse tabelit.
Naitena kasutatud Uheksat alfapapilloomiviirust

2.2.4. CDEPmeetodiandmet e anal ¢ ¢ s

Eelmises punktis genereeritud andmét@adeldud ja eeldatud nukleotiidide sagedused)

a n a lkgjaivissualiseerimisekkirjutati skriptR-i s .  And me takendath 4F gasevai d
statistikuid:
1) YOD'YO - 0 o o) 6 "0 "0 Y Y

2) D GOOFOAES & hs 8 RO O KY Y s
3) ..0Qi 6

RMSD (root-meansquare deviatio) kasut at akse | ai al dacsel t a

t ahendadud, & a entusthtudA nukleotiidi sagedust, sama ka teiste nukleotiidide

puhul.
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1'% o ipjjul vaadatiigas positsioonisvaadeldud jaeeldatud nukleotiidide sageduste
erinevustea b s o | u u ningaléitir nelja sdast antud positsioonis suurima erineyase

variantLei t ud tul emus maar ati statistiku vaart.

F <y w4 al vaadeldud nukleadide arvujaotuse erinevust ennustatud nukleotiidide

jaotusest antud positsioonisStatistikuvaartuseksv 6 edbg(pv a dr t usest ) .

2.2.5 CDEP meetodieeldused
CDEPme et odi U tingiwlephei atvuasde sotl ¢ raa ¢tredduskdit u d

1. DNA piisav divergents- likide/ t Gupi de vaheline | ahknem
kaua aega tagasi, et oleks saanud toimuda mutatsigeerddes

2. Hea joondus valgu tasemelj oondus ei t ohi si sameidad a
huvitavad piirkonnad peavadlema korrektselt joondatugpiisav konserveerumus
valgu tasemel)

3. Uuritav valk ei toh ol | &% topetkode&iv — tekitab nihke reaalses
koodonkasutuses.

4. Anal U (psakskdemal h e st p e miaikaalseh & & h e nbadrinevd

homol oogset .valgu jarjestust
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2.3. Tulemused

2.3.1 E8CDS-ituvastamineer i nevates papilloomiviirus

PaVe andmebaasisthangiti 2 7 4 k at t e s geacmi.vKadutadeB \enda loodud
programmiE8ORFSearcipy leiti E8 CDSi olemasolu 26+l papilloomiviirusel274st(lisa

1). TuvastatudE8 CDSid asis i d kdi k + 1 -irsahtesnnirg neBdkeskihiRd-

pikkus oli 3 4 nukl eot i i di , olids23 alkleatidi (HP¥88, IHRVHLE2ma d
HPV119, HPV136, HPV147, HPV16AmPV2 j a Kk 01 @dd56 rnuklekbtedn(DdPV1,

PV1, TtPV1, TtPV3, TtPV4, TtPV5TtPV6). Leitud E8 CDSide keskmine kaugus E1
algusestolB3 76, 7 nukl eotiidi, seal juures vaikseir
ja suurim 415 (HPV40 ja HPV43).

Etteantud piirangutegai leitud EBCDSi 7-st E1 lugemisraamisttabel 2). Nende hulka
kuuusi d kdi k kolm teadaol evat | FIRvVh(@Erpnaginud | oo r
leucoscepus papillomavisu e kuldkurk-frankoliin - PV) ning kaks merikilpkonna
papilloomiviirust: CmPV1 Chelonia mudas papillomavise. rohelisemerikilpkonna PV) ja

CcPVL (Caretta caretta papillomavisie. puupeamerikilpkonna PV) lisaks veel EdPV1
(Erethizon dorsatum papillomavirus Ursoni PV) ja HPV41Muut es pi i rangui d
ehk lubades E1 pikkusel suuremalt varieerudag paiknedd & h e ma | Egisal gus
suudetud ikka tuvastada nendes viirustes E8 lugemisraami.

Jargneval t HPUYdtet is el sath ekndail ktdelduvdstattELDS t &Aln aHR Y s
kaasatitemalet a k s o n o o mi | pagilledmiviirus EdR\, dedlah samuti ei tuvastatud

E8 CDSi. Jargneval t k a 8uABTalteii dpna&k gr amdmie ma vi i r

sarnaseim E1 valk papilloomiviiruBEltvalgugaeast
on sarnaseinPIPV1 Procyon lotor papillomavirug. pesukaru PVjjoonis13A). Vo r r el des
nende kolme viruse EDNAj ar j est usi , lei ti, et koigil [
sellele jargneb v a(joosis i3B) TACGK us do pPplkRowld oan 0
stoppkoodonit ka sekundaarne AT@yst alustatakse E8 kodeerimist, kuid teistel mitte.

Lisaks ei eksisteeri H41-| ka korrektset splaissingu aktseptorsaiti.
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Tabel 2. Papilloomiviirused kust ei tuvastatuB8 CDS:i

E1"ME4* Perekond Peremeesorganism
PePV1 - Teeta Aafrika halli papagoi PV
EdPV1 + Sigma Ursoni PV
HPV41 + Nu Inimese PV
FcPV1 - Eta Metsvindi PV
FIPV1 + Dyoepsilon Kuldkurk-frankoliin PV
CmPV1 + Dyozeeta Rohelise mekilpkonna PV
CcPV1 + Dyozeeta Puupea mekilpkonna PV
* PaVe andmebaasi alusel
A)
Pl1PV1REF SNDSGLGVSGC——HE -=DSLNCREE E
EdPV1REF LDD ISETGTDLETTQVEGCNDAHA————
HPV41REF DDSGIDSSA--VEVSGCLSSTE DIR
Startkoodon Stoppkoodon PIPV1 E8 startkoodon ZEEYI\SCigagiL:
B) /
P1PV1REF gtal cag‘.gga‘ tatctcaa datgaagctggce gattctcttaaccagagggaggagac -cagg:aa
REV41REE ?"'z:giggzzczgzzgzgzzmga :E;iéi‘i32?33?éigiiiﬁiégiiiiégégccgg

e (0J(0)(5) (6] T0) (5 (5 (A)
HPV41 E8 Mm VIA]*

Viga konsensuses

Joonis 13 EdPV1, HPV41lja PIPV1 Elvalgu joondus jasellep » hi nev DNYaatjusealnh dus .
on piirkond,kus PIPV1 ennustati E8 CD$A) Valgu joondus tehtudMAFFT v6.846b(B) DNA
joondus genereeritud v a-igg APV]oo ATEG sarasep poditgioanis
EdPV1 ja HPV4qg a , kuid koigil kol mel 0 risiognikaodols TAGs. e d a ¢
Pl PV1 E8 kodeeri minesthakkabgijtudmkaesi ga#@A)TG ku
eksisteeri teist AT&l. LisaksHPV41 puhul ei eksisteeri ka korrektset splaisqaiti & h i nsustaa t u d
ristk)likuga

PAL

Loodud p ogr ammihindamgseks &k posi ti i vseteks kontro

eksperimentaalsekinnitatud ja teadaolevad &E2C lugemisraamide asukohachgl 3).
Tul emustest on naha, et ganapmi kanteoHirmisebelgus et u | t |
PaVe andmebaasis @PV1 kirje ebakorrektne 1204 positsioonis on ATG asemel ANG.
Vaadates kirjeAB626705 on antud positsioonis AT8arandades genoomis antud vea, leidis

programm korrektselt ka BPV1 puhul E®S:.
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Tabel 3 Varem kirjeldatud EBCD$ de asukoht add & 6vo0 rrdalaunse,s aemtnw st a

Splaissingu Leitud E8 Leitud
PV* E8 ATG® dc?onorsa?t3 Takson' ATG® doonorsait’
SFPV1 1720 1751 10623 1720 1751
BPV1* 1204 1235 10559 1399 1451
HPV1la 1200 1231 10583 1200 1231
HPV5 1328 1359 333923 1328 1359
HPV11 1241 1272 10580 1241 1272
HPV16 1265 1302 333760 1265 1302
HPV18 1323 1357 333761 1323 1357
HPV31 1259 1296 10585 1259 1296
HPV33 1276 1316 10586 1276 1316
1. Esi mene tulp on papilloomiviiruse tudp

2. Eksperinentaalselt kinnitatud E8 CDBiSalgusgenoomis

3. Sphissingu doonorsaidi asukoht genoomis

4. NCBI taksoni ID

5. EBORFSearclpy skripti poolt tuvastatud E8 CDiSalguseasukoht genoomis

6. EBORFSearclpy skripti poolt tuvastatud E8 splaissingu doonorsait

* Punasega tahistatud BltReiud tuleraub kirfandweseés leidlevdgd unud mi nu poo

Jar gnev amiliseid spkidsaduidoonorsaite kasutavad erinevate papilloomiviiruste
perekonnad, sest juba kirjanduses | eiduvas
(HPV5) oli CAGGTA asemel GAGGA. A n &ebstatil periekondade kaupa ning vaatluse

al | a pereiomnad, kusoki rj el datud 4 Vv§i viao krekenma &V p t
litsin kokku U h e gabel 4. Tulemustest selgub, et enamjaolt kasutatakse CAGGTA
splaissingu doonoasdi konsensustkuid beetapapilloomiviirused ja pipapilloomiviirused
kasutavad erandituliinult GAGGTA konsensust. i saks | ei dub ka uUksik

doonorsaidi variante.
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Tabel 4. ES"E2C splaissingu doonorsaitide jaotus perekondade kaupa.

PV K okku? AGGTA® | AGGTG” | AGGTC® | AGGTT® | puudu’ | T2 ps Fs
Alfa 77 77 - - - - 67 CAGGTA
10 gAGGTA
Beeta 47 47 - - - - 47 gAGGTA
45 CAGGTA
Gamma 50 49 - - 1 - 4 aAGGTA
1 CAGGTt
Delta 12 12 - - - - 12 CAGGTA
Lambda 10 10 - - - - 10 CAGGTA
Omikron 4 4 - - - - 4 CAGGA
Pi 6 6 - - - - 6 g AGGTA
Xi 7 7 - - - - 7 CAGGTA
Chi 10 10 - - - - 10 CAGGTA
5 CAGGTA
Upsilon 7 6 - - 1 - 1 CAGGTt
1 aAGGTA
28 CAGGTA
4 gAGGTA
Teised 44 34 2 0 1 7 2 BAGGTA
1 CAGGTg
1 gAGGTg
1 CAGGTt

1. Papilloomiviiruse perekond

2. Per&onnas olevate papilloomiviiruste arv

3-6. Otsitud glaissingu doonorsaidid

7. Papilloomiviiruste arv, kellel antud perekonnatueastatud E8 CD$

8 Tapsemalt val | aordaididjdnendeaw | ai ssi ngu do
*Teisedon ko&i k Ul ej arastepetekgnag i | | oomi vi

2.3.2. E8 perekonnad

Leidmaks, ka8 valku saab klassifitseerida erinevatesse perekondadessedati kokku

k OiIEBval guj dr j est umseediMUSCLEWVE.8.3lwainldad dulemtseey a .
saab selgelt etiada kolmeE8 valgs perekonda (joonis 19. Esimese grupe hk ko&i ge
vai ksema r i hma moodustavad v aal gobnissltAg | a
vastavalt siis omikronja upsilonpapilloomiviirusteE8 valgud(lisa 2 ni ng | i saks
dyopipapilloomiviirus PphPV4Phocana phocoengapillomaviruse harilik pringel PV) ja
eranditenadyodeltapapilloomiviirus SsPV1S{s scrofadomesticgpapillomaviruse kodusea

PV) (Stevens, Rector, Van Der Kroght, et al., 2088)g omegapapilloomiviirus UmPV1
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(Ursus maritimus Papillomavirue | a a k éStevensPRégtor, Bertelsen, et al., 2008)
Antud grupis on iseloomulik GIHWK motiiv ja kakssaliseltk ons er veer unud tr d
positsioonides 5 ja 13 (jooni&4A). T e i s emoodustavadaalfapilloomiviirustele
kuuluvad E8 valgudjoonis 18B), s e a | dasespahiat si ooni s taielidk
alaniini (A) ning kuuendap o s i t s i 0 o nning osaliselil ypriserfeerumudiisoleutsiini
positsioonis 3Ko | ma n d amoodustavaek 6 illke j adnud pap@odnisoo mi
14C). Tegemi st on kdige suurema perekonnaga,
(K) jaleutsiinill)ami nohappej-daad&i ges8e DSAntud r dhmas
iseloomulik KILL motiiv E8 keskosas kdJXklassifit®erimata papilloomiviirus MrPV1, kust

|l eitud E8 jarjestus ( MRPKEKRKMWAMER YaeKonnasp B i er
antud puhul perekonda paigutamata.

A) (wPVIREF/1-17 WA
PorPVIREF/1-16 MBIN
PsPVIREF/1-18
NPVEREF/1-18
RPVIREF/1-18
NPVEREF/1-18
DIPVIREF/1-18 M
NPVIREF/1-18
RPVIREF/1-17
PORPVIREF/117 M
PohPVIREF/1-16 M
RPVIREF/1-18 M
SsPVIREF/1-16 !
RPVIREF/1-15

B) wevierest-11 WIROHRF - - - - - C) #evisoresr1-10 M

HPVSTREF/1-12 MA | RV .- HPVIGREF/1-10 M
HPVISREF/1-10 M
HPVI1SREF/1-10 M
HPV110REF/1-13 M
HPVITREF/1-14 M
HPV124REF/1-11 M
HPVIZREF/1-10 M
HPV4SREF/1-10 M
HPVI4SREF/1-11 M
HPV120REF/1-10 M
HPVISREF/1-14 M
HPVI1IREF/1-12 M

GJQWKa Yeeflll S MA.LIE WKL;_B Se M(LKRL =B . _on

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

R S AR A G R T S T O © N e SR N Y e c IR S SR S g c

HPV27REF/1-12 MA |
HPV2REF/1-12 MA
HP102REF/1-13 MA |
HPVEIREF/1-13 MA |
HPISAREF/1-13 MA|
HPVI14REF/1-13 MA |
HPVSIREF/1-13 MA|
HPBEREF/1-13 MA |
HPVT2REF/1-13 MA |
HPVBTREF/1-13 MA |
HPVBIREF/1-13 MA |

EEAEEEEEESE
i ol P P sl ) Pt Tl P F Fe OB

O N

2
3

Joonis 14 E8 valkude perekonnad (A) Esimene perekond n kdi ge v ai Wuvaam, S i
vaalaliste (omikron, dyopi) ja delfiiniliste (upsilon) papilloomivirused Ant ud r 0 hmas on
U k dyodeltapapilloomiviirus SsPV1 ja omegapapilloomiviirus UmP\(R) Teise perekonna
moodustavad al fapapi |l | oo ménatoddudwsdeealfafagilloomaiirugtel d  (
E8 valgud). (C) Kolmas perekond o n koi ge suurem | a sell e mo o
papilloomivirusedv a U ks Kkl assi fitseeri(madoani papi héiotoar
osade beetapapilloomiviiruste E8 valgudoondused tehtuida perekonna siseselt eraMiUSCLE

v3.8.31, tulemused illustreeritud Jalvigva ni ng zappo varvodsga hbhddobD
—rohelised, aromaatde-or a n Z , p o s i sinisedy regaliiviselt lastvelf wrda s ed - s U st
kollane, proliin ja guaniin lillad). Iga grupi all konsensuse logod, kasutatud veebiprogrammi weblogo
(http://weblogo.berkeley.edu/).
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2.3.3. E8 CDSi tuvastamine CDEP meetodiga E1 lugemisraamis

al fapapill oomiviiruste n2itel

Hi ndamaks, kas E8 lugemisraam on E1 wval gul
positivne surve DNA tasemel kasutati CDEP meetodtd6i gepeal Pavehangi
andmeb aa s i afdpapillodniviikusted E1 valkude] ar j e@T udejdenng ust )
joondati need MUSCLEga. MSA-s 't ek i b peaaegu ga)l exihevatesseld hi m
positsioonidesse, kas halva | oondénsertisnet t 0t t
deletio) t O t Suwrematst insertsioonidesvabanemisekehk joonduse parandamiseks,
tuleb vahel mdni ngad | arjestused eemal dada
eemaldasirHPV94, HPV117 @ HP¥ 0 E1 val gu j arjestused, s
indeki E8 lugemisraaml ahedumes omakor daitmediesgsjud t as s tnu
J &r gn e vwalguoontusesttPAL2NAlga DNA joondusni ng a meaid GDER i t i
meetodigaAnal GlUsi st jatan valja joonduse posit

t Uhi mNekdkee positsioonides pannakse statistik

VO r r etlleinassE1 valgu reaalse koodordsutuse(REAL) korral ja olukorras kus
koodonkasutuse kallutatust arvesta(UNIV) e hk s iUnonididmsete Kkoodor
vordeadmedi gi k ostikmpuhuls an REAL korral signaalimira on palju
madalam joonis 15. RMSD REAL puhul on statistikute aritmeetiline keskmine (0,046 <
0,072) kui ka mediaan (0, 011 <ga Garrast &ipevusta d a |
ndeme ka Max REALkorral onraetreegtiline keskmine (0,068 < 0,108) kui ka
mediaan (0,016 < 0,018) madalamad. Samuti on ka REAL ‘Q pubul on statistikii-log(p-

v a a r aritmeeliljpe keskmine madalam (1,064 <2,18par nast mira taseme er

teiges perekondades (lis®). Sa mut i on tul emust est naha,
informativsemT e ge mi st oemulemusdga spé&gtasiul dj uhul vari e
kolmas positsion. Tei se v di e si me s &oodonsl 0 & ¢ twiid itddj ikahmd u t

aminohappe muutust.

Joonisl5gaaf i kut eugevamadisignadehla al guses | aalgusesp us .
l i gi kaudu 15 nukleotii di par ast ATG asub
koodonite konserveerumust ning signaali teket. LigikaBid@dnukleotiidi kaugusel asub E8
CDS mille ATG ja ka splaissingu doonorsait andsid signddbA asukohaks 508 joonis

15). Samutisame® ot uspar asel t si gnaladlpiasshE jKHAORFial g u

Ul eka®nhat ud pi i medike poditvseks kontrélligsa kas CDEP meetod suudab
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tuvastada topeltkodeerivaid alasid.

A)

A 1.pos © 2.pos * 3.pos

REAL RMSD (MUSCLE v3.8.31)
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UNIV MaxDif (MUSCLE v3.8.31)
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position

UNIV chiSq (MUSCLE v3.8.31)

1000

position

a n £DEP/meetodiga.RE A L
: k u s Elvkodedrimigeksekasuatatud kopdordte kallutatubtlv (paremal)

puhul eeldatakse, &t 06 i ksiiche n U Koodorete esinemissagedasv O r .dlaljed joonistel: y

st at i s ttelkpositsiodnBBA-luSinised kolmmuggadkkoodoni esimene
posisioon, rohelised ruudud teipesitsioo ning punased ringid kolmamsitsioon. Kahe paralleelse

t £€bSnmg parensabpositiivse koktwlind E1 jak u s
E20RFi U | e k(A) RMSD statistik (B) MaxDif statistik(C) ... 0 Qi-og(pv aar ttusest)
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J ar g nvaaddiairtult koodonite kolmandate positsioonid@DEP statistiktt e v &dar t us
ni ng arkall gudsrijteist ust piirkondade kaupa, vot
j ar j e\saadeldaeagpiirkonna ehdkna suuruseks valiti U heksisteerivE8 CDS Antud

t 66 r aataedsE8 CRBv é s s t olil23 nuklewtid seega akna suurus
2313 =~8Anal 0U0si dé&aheksastibisena iakthagaehk likudese d a s i Uhe ko
v O rja iga kordarvuades8 ] ar j est i kholsnandakposasth@n@DEP statistiku
aritmeetilise keskmsso n v 6 i ma | adluksi pirkondishtod dpas. Statiatikute liitmist

saab rakendada ainult RMSD ja Maxpfihulni ng mdél emad annavad s
(oonis1§.Ant ud tul emusteédti nen | olkamaemétne on Vi st
on vaga hast isplassingusdooacrsaiiu iE1K&4E1 j a E2 0l eka
n a e malfapagilioomiviirustel on konserveerunud E®S DNA tasemel.Lisaks kolmele

eelpool mainitud piirkonnale leiti ka kaks tundmatutu r i des | ahemalt | oon
et E1"E4 splaissingu doonorsaigi E8 vahel asuvagiirkonnas 90— 301) asub konsensus
TAAAACGAAAGT , mis on konserveerunud 98% alfapapilloomisies Teine signaali,
mis asub E8 ning E1 ja E2 0l ekatléde Antudhel ,

regioonis | eidub mitmeid konserveerunud al
ATGAG positsioonis 161-8622.
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REAL RMSD [pos = 3 ; AvgOf = 8] (MUSCLE v3.8.31)
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Joonis 16 Alfapapilloomiviir uste E1 ORFi d e a n@DER, aneetodiga. Leitakse E1
lugemisraans k aheksa | ar | eadmand& postsoonikCDBPd statistikute aritmeetiline
keskminening mar gi t akse gr aaf kokdori positgoonilerAkeathiigutatakees i me s

eda i 0 bdeni Kaupa. Graafiku-y e | g  tstathstikigetadtrbeetilist keskmistning xtelg
positsiooni MSA. Joondused saadud 74 alfapapil.MoObmmal ir
jooni sel on naha viite tugevatkonsad:ged™&E4dplaissingkh ol m

doonorsait, E&CDSjaE1 jaE2 ORKF de Ul ekat e, kui d k deadmatgpA)i r kon
RMSD statistikkaheksasébiseva aknagéB) MaxDif statistikkaheksasébiseva aknaga.
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2.3.4. CDEPmeetodi rakendamine teistes pa pilloomiviiruste perekondades

Anal GlUsi desperdkdndi k ik utse isn  higéthsaim adrnased 6tulemused
alfapapilloomiviirustega (lisa 6. Ko i gi |h & sdfistatav E8 signaal, va xi ja
upsilonpapilloomiviirustel, kuigi nendetuvastati E8 CDS eelnevalt,ant ud t 66 ra
Positiivse kontrollina ol i ElkOGRFiKkild@&p usP Vu Ipesk
lugemisraamiganing enamustel k&1"E4 splaissingu doonorsaidi signaal. Lisaksdelia,

chi-, lambda ja gammapapilloomiviirusteltuvastatav alfapapilloomiviirustega sarnane
signaal E1"E4 splaissingu doonorsaidi jaE8 signaali vahel Beeta, xi ja
upsilorpapilloomiviiruste puhulo n n & h a, et pdeviklbe ggie tsdtgmw@mabn
j ar j e st usSamaseetppapillm@emavigruse yhul on siiski eristatavat 6 i k 3 p d hi
signaalj kuid xi- ja upsilonpapilloomiviirustel mitte. Nende puhul on keemliseristadeE8

signaali ning xipapilloomiviirustes ka EI1"E4 splaissaidi signaalUpsilon ja

| ambdapapi |l |l oomi vi isestheeed wom ama@marialsee-dk ogu
signaale.Erinevalt upsilonpapilloomiviirusesbn lambdapapilloomiviiruste lihntne eristada

E1"E4 splaissgu doonorsaiti ja E8 signaali

2.3.5. CDEPmeetodi rakendamine begomoviirustes

Erinevate papilloomiviuste perekondade E1 val@RFianal G iGsi mi ne naita:
raames loodudlCDEP me et od t u vigpaltkodebrivaid &lasidining ka teiBNA

tasemel konserveerunugiirkondi geeni kodeerivas osas, olenemata selle funktsioonist.
Testimaks, kas antumeetod toimib ka teiste viiruste peald t s i n v Geaminivindaee al |

sugukonna, tegemist daimedessDNA viirustegaKhatri et a., 2014) Nende seast valisin

begomoviiruste perekonna, sest neil oh walgu (kattevalk)ORFi 5 ° al gusos2a 4l e
valgu (pre-kattevalk) ORFiga, seda wumbes ~ 20 Bayldean umildamotiles e s

viiruse puhul 208t). Uht | as i on tegemi st k a antud s u
Jargneval't tarelmebdasissatsimgu Ri@akefSeqit a1 s genoome, k

annoteeritud V1 ja V3een(NCBI Otsing = Begomovirus[Organism] AND V1[GENE] AND
V2[GENE] AND srcdb_refseq[PROP] NOT wgs[PROP] NOT cellular organisms[ORGN]
Antud kriteeriumitele vastasO begamoviiruse genoomi. ar gneval t | ei dsi n,
oli V1 valk annoteeritud Vzha 8 genoomis (NC_003896, NC 004654, NC_004626,
NC_005348, NC_004569,® 005347, NC_002817, NC_013639honduse parandamiseks

eemaldasinNC_013017 NC_013639ing NC_000870v 1 | a r ,jsessnendes puloali
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annoteeritudainult V 1 val gu mi n qd. J &rag rk @ndgsin iVt jkabgud
MUSCLE-ga ning kasutasin kafinevalikut.

Anal GlUsi des Biesgva akoagduleks assalti pdika pannhasutatava/otsitava
piirkonna pikkusKasut ades sama | ahenemi st mi da ES8
otsitavaregioonipikkuse koodonites 2083 =69 (Soybean mild mottle i i r us e néai t el
juhulon tdenaosus kaot ada v, Seehatsusiatitesialgu grapvidao n i
kaheksasdibiseva aknagasarnaselt papilloomiviirustelgoonis 1A) ja hillem 16 libiseva

aknaga (joonis 1B) . MO | e mal k o r jooadusel ligikaudti 00 aukldotidi a v
ulatusesignaal Li saks ot si t av aaketundrhatuksmradlie!l e t uv as

BEGO(56) REAL RMSD [pos = 3 ; AvgOf = 8] (MUSCLE v3.8.31)

z=

statistic value
0.20 0.25 0.30
1 1 |

015
1

0.10
1

0.05
|

position

B) BEGO(56) REAL RMSD [pos = 3 ; AvgOf = 16] (MUSCLE v3.8.31)

statistic value
0.20
|

0.15
1

010
Il

position

Joonis 17 Begamoviiruste V1 ORFi a n aGDER, seetodiga, kasutades RMSD

statistikut. Graafiku yt e | gt @abh hstsat i st i-telg positéigom joanduse(ANRMSD  x
kaheksasdibiseva aknaga(B)RMSD statistik 1€se libiseva aknagdd | e ma | oqir anfaihkau 1~ 2 0
nukl eoti i di ul attabsvé ®RFis i ghakhi-eganVa8L IOR&Ek s val | a
piirkonda, mismd | e ma landsidsi¢gmaali.
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2.4. Arutelu

Antud t O keiti, ktaZ4gtuPsa Ve andmebaast papillookidiitusee s a a ¢
genoomist 28-el v 01 b eksisteerdh B&DE E1 lugemisraamisTuvastatuce8 CDS

id olid fikseerunud +1 lugemisraamis E1 suhttsat ud anal Gusi s sel gus
papilloomiviirustel leidub ESCDS val ja arev@ddmnidd eHsP Vi4d hte jma | t
temaletaksonoomiliselt & h e d a somiviipust pdPY1lsiss el gus et md |l e ma
lugemisraamiso n ES8 kKriteer i umikud Inendesv tavadtat sisemisgéd | e ¢
stoppkoodonid ning HPV41l ei omanud kanooni |
olla tegemist ka sekveneerimig aga ning mdistli k ol eks nee
Gpri ski ebat endabkboneomel vies@llorkoagahtekidnads &S |

|l ugemi sraamis sekveneeri mi sviga, mis tekit
evolusioonis oluise muutusegaV 0 r r e | d ee ja EHIPWAd E8 algussaiti PIP\(fja
naeme, et kdigil kol mel -dethppkosdone B4uuireb onfald r a s t
PIPV1 sekundaarset ATF@, kust teoreetiliselt algab ka E8 kodeerimiviaadates HPV41 E1

val gu sfsisgresmh&aha, et positsi ooeiole &uwmeElasub
valgues est 1 sol eutd=sieirmida( IA)T Av @is le sngak mikkaotaksid T v 0
E8 lugemisraamist stoppkoodoni ning asendaksid selle vastavalt sigyTT&Gut si i ni
TCGA seriiniga (joonis 13).

Huvitav on ka fakt, et E8 CDSi el t u v a seadaolevakinnupapil®dbmviirusel

(PePV1 FcPVl1jaFIPV).V6i b spekul eeri da, epi il sadaldema
imetajate omashing nendepuhul on kasutusel tedssd r aj ad E8"E2C funkt
Samas on ennustatud antud viirudEl lugemisraansi E9 ORF mis voib tait
funktsiooni kuid hetkeseisuga ei teata, kas reaalselt anait U | dekspresseerufVan
Doorslaer et al., @9). PePVlja FcPV1puhul ei ole annoteeritud kd&4 lugemisraami E2
valgus( Pa Ve andme bseeganendep Gitugtealrhselt ei leidu kakanoonilist

E17E4 valkuy, mi s tahendab, et E 2ksislearidgakamidorsektseta mi s
splaissingu atseptorsaiti, mida kasutab ka E8"EZxamuti eituvastatude8 CDS:i ka kahel
teadaoleval merikilpkonna pap | | oomi vi i rusel : CmPV1 ] a Cc
annoteeritud E1"E4Herbst et al., 2009Ant ud Vvi i rust el ei ol e | e

mi s vdi ks asendada E8M"E2C funktsiooni

2013 aastal 0 p u sP atVwel i v éadajudandmebeage kus lisati papilloomiviiruse
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kirjetessenende poolt ennustatud EBDSi de asukohad. Vadnrtruedl dte & G
tulemusi,leiti 80 papilloomiviiruse puhul erinevudiga 7) . Ul di sednevalekohblé n e i
ennustatud dpissait, kuid vahel ka EBTG.Uur i des | d&hemalt naiteks
et E8 ATG on ennustatud s ama s enpustdigplhidsiagu 12 9 6
doonasaitpositsioonile 132TGAGGTA), kuid PaVes on see positsioonli321 GAGGTG).

Mo | e moa dplaissingu konsensused nisgadavadE 8 | &r j est us ekuigpi k k u
HPV104 on beetapapilloomiviirus nagu kéPV5, mi | I e puhulE8 kasutabn & i d
GAGGTA splaissingu doonorsaiti, kuigi KdPV5-el eksisteerib samas koh&AGGTG
konsensusSe e ga Vv 0 i b komektbeth am doonorgait positsioonil 13gGFAGGTA).

Suurt ebausal dus v aBaveandmebadsm kalesticabnoteestyd &kaoHS8 u €
CDSi d, mi s on eksperi mentaal s &Vltpuhpul ermasivad el n e
nad E8 CDS positsioonidelel270..1451, kuiceelnevalt onteada, et BPV1 E8 ORF asub
positsioonis 1204...123A nt ud | uhul vbéi b probleem oll a n
kirjes. Lisaks BPVZlle on nad aga valesti annoteerinudka mtme teise teadaoleva
papilloomiviiruse E8 splaissingu doonorsaidnende hulka kuulub HPV5, HPV31 ja W83
(tapsem ilsd 9. Teadmata Inendannoteerimisekriteeriumeid on keeruline

spekulaaridami s p 6 hj u s e | anmoteeritdeantugapioarhivgiraste i EBCDS-id.

Nahtud vead aga sunnivad Kkriitilisemalt su
asukohtadesse.
Uuri des | ahemal t , mi | | énsustatiderinevatdleaperekondariglal d

selgus et koi k ttee @ dppapilloemivéirdsed kasetavad ainult GAGGTA
konsensustP 6 hj us | advbi puste v §kuidkecceasudedatnsei ion | n &)
kahe perekonna vahel seost, sest pipapilloomiviirused nakatavad hamstrite limaskesta, kuid
beetapapilloomiviirued peamiseltinimeste, kuid kaprimaatide nahka (lisa 2).Samas
vaadates nii beetakui ka pipapilloomiviiruste E1 valgya DNA j oondus't naen
GAGGTA moodustab glutamiinhappe k looopis cEh i ni
funkt si ooni s konservgerunum IGAGGTA kbrisénsus @AGGTA asemel.

Papilloomiviiruste E8CDSi saab klassifitseerida perekondaK6i ge v & il k smama
moodustavad vaalalistpapilloomiviirusedning erandinat k lsodusea(SsPV1)j a j aakar
papilloomiviirus(UmPV1)(joonis 1B8).UmPV1 E8 |j arjestus ( MAI HWK
on al guse osas kualll sarnane al fapapill oomi
kaks tr 0pt ovVaaadisteiES perekoptangusaksFi | ogeneet i | i sel p

moodustavadssPV1ja UmPV1 koos vaalaliste seltsi kuuluv hariliku pringeli (PphPV4) ja
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nahkhiire papillomiviirusega (MrPV1) eraldi haruesga on ka loogiline, etad kuuluvad

uhte per ekondaMPKla EBhuadl usrel t egemi st I ses
(MRPKENWMSRWKK)ni ng e&b a$ gea k B a.Ksna &ntutE8 meekonnasa t a
on enamus si i ski vaal ali ste papitlvas@to mi v i

eelpoolnimetatud kodusgaa | Japkloommmirused Selgus,et kodusea PV puhul saadi
proovid kaheltnakatumata ehk teelt kodusa naha pinnaltvatitikkudegav 6 e t i proov
kohast: seljalt, vasakult esijalalt, pea ning nina p&#vens, Rector, Vandd Kroght, et al.,

2008) Kuna prooe e i voOet ud koesh kamt terveteltd isenditelt, siisvy 61 b
spekuleerida et nende n g@ahualikuemd/ e sv esead rt guadrai s mi pap
reaalselt ei olegi tegemist kodusea papilloomiviirus&garuti puudub SsPV1 genoomist E7
ORF, mis on uldiselt v a al a |(Stesense Repta,pvan Deo o mi
Kroght, et al., 208). Lisaks Kui genereerida fijglao g a@asselgitsiel i
n a e mieSsPV1 klassifitseerub kokkainult vaalalistepapilloomiviirustega lisa 8 ning
omavahel klassifitseeruvad kokku MrPV1 ja UmP\Sealjuures UmPV1 puhul eraldati
proovd j aakaru suu | i(Stewensk RBectoraBerielaep,ietl al., @0#akd t

on huvitav asjaolu, éta UmPVZtel jaMrPV1-el puudub kanooniline E7 ORES teise grupi
moodustavad alfapapilloomiviirusedjognis 148), nende puhulv 6 i b tegémist
spetsialiseemisega primaatide epiteelkoelé 6i ge suur emas pamde Kdn rka
Ul ej &8 nadj est usedAn(tjuodo nii Bvhadads@ ) o ns evariged@vug e st u
suurem, kuids i i s Kk i on t e gemi s tAntu aperekansasom olylirer j e st
konserveerunud | O s iMuteeridds eantsde @ositsipanis éolt & | @ airsii §
alaniiniks poéhjustab see ES8"E3ankavskipKarcs seer
Ustav ja Abroipublitseerimata andmed).

Anal 0ldsides al fapapill oomi viCDEPmeteéeéogdegakadar
et UNI'V puhul ohaaliltdisree ksdirgem ning selle
aminohapete siUunonidimsete koodonite esinemi:¢
aga tugevaid signaal e, sest Vviiruse reaall
teistsugune. Tulemus on obuspéar ane, s eteadmiste Zaluselesinebs a s e
koodonkasutuse kalluiz isegi geenide tasemglCamiolo et al., 2012; Plotkin & Kudla,

2011) Samutileiti, et koodonite kolmandagositsioonid on informatiivsemadsest antud
positsioonides saab toimuda mutatsioonid jlneat val guj aksj lkeé&értjuessst ms
par emaks anal Gusi mi seks CpPBEP megetoditulinidevasaknagai mi s
Uh e kestodiproble mi ks on akna suuruse maaramine, s

Mi da vai ksema aknaga ot si d, nidesignaaledratr edni nd 06
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v 0 eaknia suurusekstsitava regiooni pikkugE8 CDSi pikkus). Suuremate regioonide

ot si misel voi b selline | @aheneminekaopatalsd | e en
vai ksemat eignaaidPaplloomivicuge pufu ma ar ati  akna suurt
sestt Uhim E8 mCBSantud t 00623 nukleotid, snis teebVigikaudwag i 0

koodontMa ar atud akha sodoumasegatavast adsgnaall f ap.
nng sell ega t 0 esstuseidok tekkimud julauslikull dalgy ainmghapigest

j arj est uaegeaite,on positivioe surve DNA tasemel. Positiivsete kontrollidena
suutis CDEP meetod alfapapilloomiviirustes tuvastaiaE1"E4 splaissingu doonorsiast
kuikaEl | a aHegttingitudesignaaliUurides teisi papilloomiviiruste perekondi CDEP
meetodiga lisa 6 naemes§g et gnBal on koigdga tuv
upsilonpapilloomiviiruste ogdeadrekbnadgusaedl| ¢
signaalitase ning see kag ndas E8 CDS tuvastami st Vi suaa
tuvastat.i MmOl emasid Perkekoaeanaps d&Ba COHISgnaali

uurimist.

CDEP meetod tuvastdsl ORFis lisaks kolmele teadaolevale ja oodatud regioonile ka kaks
tundmatut alaEsimenepiirkond asusMSA-| positsbonis 290- 301 ning teine 1654 1667

(joonis 16A) Esimene tundmatu regioon asub E1"E4 splaissingu doonorsaidi ja E8 signaali
vahepeal. Tegemist on TAAAACGAAAGT konsensusega, mis on konserveeseflis¢na

98% alfapapilloomiviirustesL. & h e ma | u u,r et hirjaredesés om antud iregiooni
mainitud jubal®l aast al , kuid funktsioon on tapsel
el ement voib ol l a v a kaldeiidks vajalikkenaaninahdggd, Isamasat s i ¢
koodoni k ol ma s selpsel guhutvsaira cere r wa@iak s T e genavats t v O
rakuliste faktorite seondumiskohaggdCampionePiccardo & Montpetit, 1991) Sarnases
positsioonis oli signaakuvastatav kagamma, lambda, delta ja chipapillaomiviiruste
perekonnaglisa 6). Jarjestust e | ahsamud hendesaparekbades elil sel
konserveerunud sarnased motiivid  gammapapilloomiviirustes leidus
TAAAJA/G]CGAAAGT, Ilambdapapilloomiviirstes T[A/T]AA[A/G][C/A]GAAA[G/A]T,
deltapapillomiviirustel  T[G/C]JAAAAGAAAA[C/G/T]IT  ning  chipapilloomiviirustel

T[] Al G] AAA[ A/ C] GAAA][ G/Ulrfdé¢sTI/ &H e nbhaekar Kie sk uss .
upsilonpapilloomiviirustgperekonda, kus antud signaal ei olmidh & s t i eristatayv
beetapapilloomivii u st e s 0 n sesveeeunudpioblemaatilisekantegi antud piirkonna
tapse tuvastamise asjaol u, et seal | &hedus
perekondades oli motiivsamuti tuvastatay n axip @ gisl | oomi vi i rust es

[T/ICJAAA[A/G]CGAAA[G/C][TI/C], pipapilloomiviirustes TAAA[A/G]CGAAAGITIC],
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kuid upsilonpapilloomiviirustes oli konserveerunud ai nul t | 6 pt
[C/G][A/C][A/G]AA [T/AICICGAAAGT. Teine signaalasub E8 ning E1 | a
signaali vahepeal (joonis 16Antud regioonis leidub mitmeid konserveerunud alasid, kuid

huvipakkuv vdib ol |l a siboiihli6l8lé22 nseatjuuresadikhdd@A G p ¢

ATG on E1 sutes +1 raamisAntud piirkonna kohta informatsioon puudub.

Vaadates deltapapilloomiviiruste CDEP tala s | on nadha tugevat si g
Ul ekatte eesel(lanandi)datBRV1 et gee@i2®dpgsub k| e o
P2443 promootor, mis aktiveerib nii E2 kui ka E5 transkriptsiofidermonat, Spalholz, &

Howley, 1988) Deltapapilloomiviiruste CDERyr aaf i kul t tuvastatud s

v 0 peegeldadantud promootori mingi elemendi sigtiaa

Vaatamakskas CDEP meetod ei ole kuidage 1 v a | gapilloomi@iiruste spetsiifiline

ning toimiks ka teiste valkude [/ wviiruste
Begomoviiruste kattevalgu V1 ORF al gus os a o0 rkattdvdge RRFHga20nt V2 p
ulatusesCDEPme et o d daideituvastdma mntud piirkonda ning lisaks ka kakst tei
regiooni Esimene tundmatu regioon asbD®A MSA positsioonides 373 494 ning teine
770-798. Antud juhul puudub informatsioon nenlehe piirkonngunktsiooni ning olulisuse
kohta ning nouav a8egomaviarsste iVH ORFt aruali UGDERt mi s e
meetodiga on probleemiltspeltkodeerivapsa liiga suurosakaal mi s vdi b méj ut a

Soybean mild motte i i r use puhul on see naiteks 27 %.
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KOKKUVI TE

Papilloomiviirused on vdi mel i s e sekkakaukinaad a ma
maismaa ja veeimetajaid kui ka roomajad ning linnud. Olenemata suurest
peremeesorganismidaitmekesisusest n nende genoome Ul esgghi t us¢
papilloomiviirustel onsiiski esindatudainult tuumilgeenidE1, E2, L1 ja 2. Varajased

geenid E1 ja E2 osalevad genoomi replikatsioonis ning geenide ekspressioonis. Lisaks
nendele kahele tuumikgeemibn kirjeldatud ka E8"E2C valknis samuti osaleb il e ma s
protsessis. Eksperimentaal sel't on E8"E2C k
kuid selle olulisuse tottu voiks seda | eidu

Antud t060 raames [ESORFbeacth.ppsuutsi;me tuvastaday BEBDi
267-1 papilloomiviirusel 274st. EBCDS ei tuvast at udmaiillpkdngaiPVIl i nnu

ning samutikat h e | i ni mese ja ursoni papill oomivi.i
andmebaasis ol evate andmet ega,tatdioenist i eri nev
Transleerides tuvastatud E8DSid, saab need jaotada kolme pee n d a . Esi mese

v & i k perekomnanoodustavad vaalaliste papilloomiviirused. Erandina kuulubasi r 0 h ma
veel U k s kodaséaak papilloomiyiirus. Teise ehk keskmisairagega perekonna
moodustavad alfapapilloomiviiruste E8 val gu
mo o dust aivlaedj gafditiodnaiviirused vavirPV1.

Antud too6 kaigus | oodi CDEP meetod, mill ega
tuvastala piirkondi, kuseksisteeribpositivne surve DNA tasemeEl ORFe anal 0 U0si
CDEP meetodiga ning leiti, et E8 ei ol e sa
konserveerunud DNA tasemedelline tulemus lubab meil oletada, tegemist on oluse
regulaatorvalguga paplbomiviirustes.CDEP meetod suudab enamustes papilloomiviiruste

perekondades heaisskonserveewnud aldsieEd"& splaassingu doonorsaiti

ning Eljae2 Gl ekatet. Al b &gptaigies pdre@oodad tyvastati antud e |
meetodigak a ks tundmat ut piirkonda, kus on posi
piirkondadest osutus varem kirjeldatud kons
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SUMMARY

Title: Detection of E8 protein coding sequence ipill@mavirusesn silico

Papillomaviruses (PV) are small nrencapsulated viruses with a circular doesti@nded

DNA genome. The size of the genome is approximately 8000 bp. PVs are able to infect the
squamous epithelia (mucosa, skin), inducing pratifen lesions. Papillomavirus DNA has
been recovered from the skin and/or lesions of many mammalian species (from land and
water) but also from birds and reptiles (a python and two turtle species). High risk human

papillomaviruses (HPV) can cause anogémigéacers including cervical cancer.

PV life cycle and gene expression is tightly linked to the squamous cell differentiation
program. Based on that, the genes are separated into two greafdy (E) and late (L). PV
genome generally contains eight ORES&, E2, E4, E5, E6, E7, L1 and L2. The E2 protein is

a multifunctional regulatory protein. The fdéingth E2 is a transcriptional activator and
repressor, but also important in virus genome replication. Besidederigth E2,
papillomaviruses encode afternatively spliced product called ES"E2C. Studies have shown
that ES"E2C is a transcription repressor and a negative regulator of replication. Presently,
E8"E2C has been detected onlyalphapapillomaviruses (HPV11, HPV16, HPV18, HPV31,
HPV33), mu U pllamavirus (HPV1a), kapapapillomavirus (CRP)N deltapapillomavirus
(BPV1) and betapapillomavirus (HPV5). If EB"E2C exists in taxonomically distant genera

like alpha and deltapapillomaviruses, then it should also be present in other genera.

In this stuly we gathered 274 PV genomes from PaVe database and identified E8 ORF in 267
of them. We could not find E8 ORF in the following seven$®\PePV1, EdPV1, HPV41,
FcPV1, FIPV1, CmPV1 and CcPVL1. After that, all EB ORFs were translated into amino acid
sequenes and classified into three groups. The smallest group consisted of E8 proteins from
the cetaceans’ papil |l omavi r—wsedaar bedr UmPMlh er e
and one pig papillomavirus (SsPV1). Second group included E8 proteins from
alphapaillomaviruses and third group consisted of all the rest exgepl1 that was left

out

Second step was to develop a method to measure whether the motif in DNA is conserved

because of the amino acid sequence of the E1 protein or there is positiveorabiélection

affecting the DNA sequence. The method that we developed is called CDEP and the idea is to
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convert protein multiple sequence alignment to DNA sequence alignment and then measure
codon usage bias in every position. With CDEP, we could fghateES8 is conserved on DNA

level in every larger PV genus. This method also clearly identified E1"E4 RNA splicing
donor site and E1E2 overlap at the end of E1 ORF. In Alphapapillomaviruses, we saw two
extra signals. One was previously described conseARABAACGAAAGT which is
conserved in 98% of alphapapillomaviruses. Second signal was between the E8 and E1E2

overlap signal. There is no information about this consensus and it needs further investigation.

To assess if the CDEP method works on other vifpsseins as well, we analyzed the
begomovirus genus. They are plant viruses and belong to the taxonomic family
Geminiviridae Their ssSDNA genome encodes V1 protein whose ORF overlaps with V2 ORF.
CDEP method was able to detect this overlap perfectly aatbd spotted two unknown

conserved motifs.
This study was done in the Chair of Bioinformatics, Institute of Molecular and Cell Biology,

University of Tartuand Estonian Biocentré would like to thank my supervisor Aare Abroi

and cesupervisor Maido Ram for the help and good advice.
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Lisa 2. Papilloomiviiruste suuremad perekonnad, nende peremeesorganism ja koe nakatamise

spetsiifiket .

Perekond Peremeesorganism Koe spetsiifika
Alfa inimene ja primaat limaskest ja nahk
Beeta Inimeneja primaat nahk
Gamma inimene nahk
Mu inimene nahk
Nu inimene Nahk
Delta kabjalised nahk
Xi veised limaskest ja nahk
Epsilon veised nahk
Zeta hobused nahk
Dyorho hobused nahk
Phi kits nahk
Lambda erinevad loomad limaskest ja nahk
Chi koerad nahk ja limaskest
Tau koerad Nahk
Sigma Urson eP & hAmeerika okassiga | nahk
Kappa kaol ik limaskest ja nahk
lota narilised nahk
Pi hamster limaskest
Eta linnud nahk
Teeta linnud nahk
Omikron vaalalised limaskest
Upsilon delffiinilised limaskest
Dyozeeta merikilpkonnad nahk

* (de Villiers, Fauquet, Broker, Bernard, & zur Hausen, 2004; Gottschling et al., 2011; Herbst et al., 200@&tRecR005; Van
Doorslaer, Rector, Vos, & Van Ranst, 2006; Yuan et al., 2007, 2012)
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[ Sama piirkond ]

A) Valgu ja DNA tasemel
HPV26REF v{[|HpV>6REF galsaceadl a g9 |Saprtes
HPVESREF V(| |HPVESR gageaglegg 3 s@Tl-Tact
HPVS1REF | |EPVS51REF gafsaglsgoll a gg ElasEteEl
HPV82REF PL( |HPVB2REF gafsa g gqg a-gg taca
HPV8SREF oVl |[HPVB8SREF g ={e| Clefe a- -ag stact
HPV18REF V1 |HPV18REF gaf acBadl 2 g9 EFiSseE
HPV45REF | |HPV45REF gap ageEgqg a gg gttct
HPV9STREF | |HPVSTREF gak agEgafe a gg ttct
HPVS9REF | |[HPVSSREF gal aglsqqg a gq sttct
HPV70REF | [HPVTOREF gafsacEogf a gg ElajEte
HPV3SREF ITV |HPV3SREF gafsagfsgg a-gg =tatg
HPVG8REF A PD HPVGB_REE‘ gafsagfsgg a-gg Statg
el LSJLG) LG
ES MJLAJ
Bls 6 vy @ Q)

TCT GGT TAT GGT

TCA GGA TAC GGA

TCC GGC GGC .AG[T/CIGG[C/A/G]TATGGC...
TCG GGG GGG

AGT T T
AGC
((58%C,25% Ajal6%G | [ 100%C,0%A,
0%G, 0% T

Lisa 3. Alfapapilloomiviiruste E1 valguing DNAjoondus E8 OR¥ alguses.(A) E1 valgu joondus

vasakul ning paremal sellele vastav nukleotiidne joondus. E1 jedgdus tehtud MUSCLE v3.8.31
YAY3 @I f3dz 222y Rdza S Ll K giyaf (B) Befelclrinl regiooris leBl@/@&eleR dza
aminohapetele vastavad koodonid(C) Antud regioonis kasutatudd Ny 2 y N NR6@d&niieS
kolmandapositsiooni nukleotidide sageduS R® ! yidzR 222y AaStid 2y yNKI
1Fadzil 0 9O 2RSQINPAYAAYYaAS 1 & 12t YS (22R2yAGZI 1dZAR 9y
N K {G&Q) toimub positiivne valik kindla koodoni osas.

raam
val glu
I 1 I 1 +2
ser arg ala
. | 1 I | I 1 _+_l
gin stop ser
I 1 I 1 I 1 O

5" © A 6 UV A G A G C 0 3%

Lisa 4. Lugemisraamide nimetamineantu d t Pe&arsine lugemisraam on 0. Liikudes DNA
jarjestusel edasi U h e triplettide lugemist peardise lugeisraami esgnmege a |
koodoni teisest positsioonist, saame +1 raami. Alustades lugemist peamise lugemisraami esimese
koodoni lolmandast positsioonist saame +2 raéfith & Brown, 2005)
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3 ; AvgOf = 8] (MUSCLE v3.8.31)

BEETA(47) REAL MaxDif [pos

3 ; AvgOf = 8] (MUSCLE v3.8.31)

BEETA(47) REAL RMSD [pos
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= 8] (MAFFT v6.846b)

3; Avgof

GAMMA(50) REAL MaxDif [pos

= 8] (MAFFT v6.846b)

3; Avgof

GAMMA(50) REAL RMSD [pos
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DELTA(12) REAL MaxDif [pos
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DELTA(12) REAL RMSD [pos
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8] (MUSCLE v3.8.31)

=3 ; Avgof

XI(7) REAL MaxDif [pos

8] (MUSCLE v3.8.31)
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= 8] (MAFFT v6.846b)

3; Avgof

PI(6) REAL MaxDif [pos

= 8] (MAFFT v6.846b)

3; Avgof

PI(6) REAL RMSD [pos

anjeA Jisnels

2000

1500

1000

500

2000

1500

1000

500

position

position
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3; Avgof

UPSILON(7) REAL MaxDif [pos

= 8] (MAFFT v6.846b)

3; Avgof

UPSILON(7) REAL RMSD [pos
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Lisa7.Ant ud
v 0 r r PdVe amdmebaasis annoteeritudgad

t 00

r a B3OS ARG ansplassasdisukdhtade erinevused

Pave
PV = ES8 E8 splaissait Pave B8 Leitud E8 CDS
ATG splaissait
ATG
BPVI1OREF | + + 1053 1044 MTKIFLERWF
BPV11REF | + + 1346 1337 MKIFLQRWR
BPV12REF | + + 1154 1145 MLKRLLKRWY
BPV1REF 1204 | 1270 1235 1451 MKLTVFLRPS
BPV3REF + + 1090 1081 MKIFLQRWL
BPV4REF + + 1346 1340 MKIFLQKWY
BPVOREF + + 1426 1414 MKIFLERWLL
CgPV2REF | + + 1131 1125 MKLKIFLLRW
EdPV1REF | - 1265 - 1347 -
FcaPV3REF| + + 1140 1128 MKLKILLYRGYKQ
HPV100REF| + + 1333 1327 MKLKILLKRW
HPV101REF| + + 685 676 MKLKILLRRWQ
HPV102REF| + + 1155 1128 MAIRRWKLEHWKA
HPV103REF| + + 694 685 MSLKILMLRWK
HPV104REF| + + 1327 1321 MKL KIFLKRW
HPV105REF| + + 1331 1325 MKLKMFLLRW
HPV107REF| + + 1401 1395 MKLKILLKRW
HPV10REF | + + 1243 1216 MAKHRWIRNRDQN
HPV110REF| + + 1278 1269 MKLKIILRHWRWR
HPV111REF| + + 1253 1244 MKLKIILKHRWK
HPV113REF| + + 1223 1214 MKLKIFLKHRWK
HPV114REF| 1321 | 1255 1361 1334 MAIRRWRLEHPKD
HPV117REF| + + 1241 1214 MAKHRWIRNRDQH
HPV122REF| + + 1101 1092 MKLKIILKHRWK
HPV125REF| + + 1145 1118 MAKHRWIRNRDHN
HPV12REF | + + 1353 1347 MKLKMFLLRW
HPV131REF| + + 1064 1058 MKLKILMY
HPV132REF| + + 1059 1053 MKLQILMY
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HPV143REF| + + 1157 1151 MRLKMLLLRW
HPV14REF | + + 1400 1394 MKLKMFLLRW
HPV150REF| + + 1445 1439 MSLKILLQRW
HPV151REF| + + 1336 1330 MKLKILLKRW
HPV153REF| + + 1106 1097 MKLKVLTKYF
HPV160REF| + + 1254 1227 MAKHRWIRNRDQA
HPV163REF| + + 1295 1259 MIVACVKMKLKILLR
HPV17REF | + + 1315 1306 MKLKILLSRLWRCR
HPV19REF | + + 1377 1371 MKLKMFLLRW
HPV21REF | + + 1387 1381 MKKMFLLRW
HPV22REF | + + 1342 1336 MKLKILLKRW
HPV25REF | + + 1362 1356 MKLKMFLLRW
HPV28REF | + + 1240 1213 MAKHRWIRNRDHC
HPV29REF | + + 1249 1222 MAKHRWIRTRDQA
HPV31REF | + + 1296 1290 MAILKWKRSRWY
HPV33REF | + + 1316 1307 MAILKWKLSRWYN
HPV36REF | + + 1350 1344 MKLKMLLLRW
HPV37REF | + + 1312 1303 MKLKILLSRLWRCR
HPV39REF | 1331 | 1223 1368 1233 MAIWKWKQLKWR
HPV3REF | + + 1249 1222 MAKHRWIRNRDQN
HPV40REF | 1283 | 1208 + + MAILKWKQQRD
HPV42REF | 1238 | 1100 1272 1110 MAILKWKYSRH
HPVA7TREF | + + 1358 1352 MKLKMLLLRW
HPV59REF | 1272 | 1218 1306 1234 MAILKWKCSRL
HPVSREF | + + 1359 1353 MKLKMLLLRW
HPV62REF | + + 1165 1138 MAIRRWIRDHPKD
HPV67REF | + + 1279 1273 MAILKWKLKRQWC
HPV72REF | + + 1275 1248 MAIRRWIL EHQKA
HPV77REF | + + 1252 1225 MAKHRWIRTRDQA
HPV78REF | + + 1245 1218 MAKHRWIRNRDQC
HPV81REF | + + 1287 1260 MAIRRWILEHPKD
HPV83REF | + + 1161 1134 MAIRRWKLEHQKV
HPV84REF | 1109 | 1043 1149 1122 MAIRRWISEHPRV
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HPV86REF | 1106 | 1040 1146 1119 MAIRRWILERPKA
HPV87REF | 1216 | 1150 1256 1229 MAIRRWILEHPKA
HPV89REF | + + 1173 1146 MAIRRWIREHPKV
HPVBREF | + + 1343 1337 MKLKMFLMRW
HPVO3REF | + + 1235 1217 MKLKILLHRWNKRR
HPV94REF | + + 1237 1210 MAKHRWIRNRDQN
HPV96REF | + + 1459 1453 MSVKILLRRW

HPV99REF | + + 1327 1321 MKLRMFLQRW

HPVOREF | + + 1321 1312 MKLKIFLKHRWK
MfPV1REF | + + 1101 1095 MKKMFLLRW

MfPV2REF | + + 1125 1119 MKLKIFLKRRW
OaPVI1REF | + + 1154 1142 MKLIVLLKSAS

OaPV2REF | + + 1152 1140 MKLIVLLKSAS
PphPV1REF| + + 1729 1711 MGIRKRAVQRRWWSQH
RnNPV1REF | 1628 | 1559 + + MKLKILLRRR

TtPVIREF | + + 1264 1246 MGIHWKRQVEKRWWEQMS
TtPV3REF | + + 1256 1238 MGIHWKLKVRNRWCAETY
TtPVS5REF | + + 1219 1201 MGIHWKLEVRRRWCAETH
TtPV6REF | + + 1222 1201 MGIHWKTQVRNRYWTEVC
+ téahistab, ew@nnieeriiuvd aa mhnmeaibda a sdids E 8 aArk@laitsaidasulohad onwamad.
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Lisa8BE1 val kude jooundufegl pgbpnaéti Ansedphar gksohai
kus asuvad vaalaliste papilloomiviirusedfapapilloomiviiruste suhted. i saks on ara ma

nahkhiire jll@eomiiirasdAratrwd pmwpul t on naha, et kodus:¢
kokku koéi kide teiste hetkel teadaol evatedvaal a
moodustavad er alEivahv@gujk&sj e srtiuhsnead s a godndadud P a Ve
MUSCLE v3.8.31ning joondusestkustutatud positsioonid, kus | i t Ghi mi, kdswtadesi | e 8
jalview-d . FUl ogpun doedud ICLUSTEALVR2-ga v ai k e s @&\eighbosirg Joining ja

bootstrap= 100). Puu visualiseerimiseks kasutati programmi MEG/.6.0
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